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RESUMO

Neste trabalho foram avaliados os teores de nitratos e nitritos em queijos expostos & venda no Estado de
Minas Gerais em 2009. As andlises qualitativas e quantitativas foram realizadas em 77 amostras de queijos:
Minas Frescal, Mussarela, Parmesdo e Prato, coletadas pela Vigilancia Sanitaria por meio de PROMAC -
Programa de Monitoramento de Aditivos e Contaminantes. Do total de amostras de queijo Minas Frescal,
7% apresentaram nao conformidade com a legislacdo brasileira, em fung¢io da presenca de nitrato. Os teores
de nitrato estavam acima do limite estabelecido pela legislagido em 18% das amostras de queijo Parmeséo. No
queijo Prato foram encontradas 10% das amostras com teor de nitrato acima do limite maximo permitido.
Todas as amostras de queijo Mussarela avaliadas estavam em conformidade com a legislagdo. Em todas as
amostras de queijo analisadas neste estudo nao houve ocorréncia de nitrito.

Palavras-chave. lacteos, nitrosaminas, legisla¢do, padrdes de identidade.

ABSTRACT

The occurrence of nitrate and nitrite contents was assessed in cheeses marketed in the State of Minas Gerais
in 2009. The qualitative and quantitative analyses were performed in 77 samples of four different types of
cheeses: Minas Frescal, Mozzarella, Parmesan and Prato, which were collected by the Sanitary Surveillance
through PROMAC - Food Additives and Contaminants Monitoring Program. Of the total cheese samples
analyzed, 7% showed the presence of nitrate and being nonconformity with Brazilian legislation. In Parmesan
cheese, 18% of samples showed the nitrate contents above the limit established by legislation. Nitrate levels
above the allowed maximum limit were found in 10% of Prato cheese samples. All of Mozzarella cheese
samples were in compliance with the legislation. None of the cheese samples analyzed in this study showed
the presence of nitrite.
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INTRODUCAO

Sais de nitrato e nitrito sdo aditivos comumente
utilizados em alimentos, desempenhando tanto a fun¢io
de conservantes, evitando sua deterioracdo'? como a de
antioxidantes de lipideos e realcadores da cor. Dentre
os diversos alimentos que contém o nitrato como
conservante, destacam-se os embutidos como: salsicha,
linguica, bacon, salame, presunto e mortadela*

Nas industrias de laticinios, os sais de nitrato sao
utilizados por possuirem agao inibidora sobre bactérias
esporuladas do grupo butirico, especialmente Clostridium
butyricum e Clostridium tyrobutyricum, principais
responsaveis pelo estufamento tardio nos queijos. Estas
bactérias, quando presentes no queijo, fermentam o
lactato, produzindo na massa acido butirico, gas carbonico
e hidrogénio. Esses gases sdo responsaveis pela formacao
de olhaduras grandes e irregulares no interior dos
queijos e pela formagdo de trincas na casca, provocando
deformacio, alteracio do sabor e consequentemente
prejuizos econdmicos para a industria*.

Uma vez que o grupo butirico é composto por
microrganismos esporulados, o nitrito possui agdo
inibidora contra a germinagdo e o crescimento dos
esporos. A inibi¢do ocorre pelo acimulo de peréxido
de hidrogénio resultante da reagdo de formacao de
nitrosomioglobina'?.

Segundo Furtado*, os resultados obtidos com o
uso de sais de nitrato em queijos dependem do pH, teor
de sal e umidade, além do nivel de contaminagéo inicial
do leite. O mesmo autor reporta que para a redugio do
nitrato para nitrito no queijo é necessaria a agio da enzima
xantina oxidase, a qual é inativada se o leite for aquecido
a temperaturas superiores a 80 °C por 10 segundos.
Entretanto, o uso desses sais ainda ¢ uma necessidade
tecnoldgica no Brasil, pois outros métodos que combatem
o estufamento tardio ndo contam com apoio legal, ou
dependem de melhoria da qualidade higiénica®?, de apoio
financeiro (salvo as usinas de grande porte), de tecnologia
ou mesmo da comprovacéo de sua eficiéncia®.

O maior problema associado a ingestao desses
sais esta relacionado com seu potencial efeito toxico em
individuos expostos a esses aditivos, o que depende tanto
da quantidade ingerida quanto da susceptibilidade do
organismo''. O excesso desses ions causa danos a saude
humana e é preocupante sob o ponto de vista toxicoldgico,
uma vez que o nitrato é convertido em N-nitrosaminas,
que possuem a¢ao carcinogénica ap0s a digestao>'* ">,
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Nitrosaminas sdo compostos N-nitrosos (NOC),
formados pela interagdo entre um grupo de nitrogénio
secundério (amina, amida, alquil-ureia ou um anel peptideo)
e um agente nitrosante'®'®. Os agentes nitrosantes reagem
rapidamente com superoxido para formar perdxido de
nitrito (ONOO-), o qual é altamente reativo e responsavel
pelos efeitos celulares adversos como o cancer®.

O nitrato possui basicamente duas maneiras
distintas de conversao em nitrito: na primeira, pode ocorrer
reducio do nitrato em nitrito no préprio alimento devido
as condigdes que ele oferece; e na segunda, uma conversao
através da reducio pela acdo de bactérias redutoras no
trato gastrintestinal e no estdbmago, onde pode chegar
a ser transformado em nitrosamina'®. Foi observado
por Mcknight et al.”” que, além dessas possibilidades de
transformacao do nitrato em nitrito, nas condi¢oes acidas
do estdbmago, o nitrito também da origem aos agentes
nitrosantes, através de sua decomposi¢io em dacido
nitroso (HNO,) e este em varios 6xidos de nitrogénio
espontaneamente.

O nitrito é bem mais toxico que o nitrato e produz
vasodilatacio e relaxamento da musculatura lisa em
geral®. Além disso, quando esta presente no organismo,
especialmente no infantil, age sobre a hemoglobina,
oxidando o ferro (Fe) ao estado férrico, impedindo assim
a fun¢do normal da hemoglobina de transportar oxigénio,
doenga conhecida como metemoglobinemia, que pode
levar a anoxia e morte?'. A avaliacdo dos teores de nitratos
e nitritos nos alimentos em geral deve ser realizada a
fim de que a Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) ndo seja
ultrapassada, o que colocaria em risco a populagdo. O
Brasil utiliza como referéncia os mesmos valores de IDA
do Mercosul e da FAO/OMS: 0,06 mg/Kg/dia de ion nitrito
e 3,7 mg/Kg/dia para nitrato. Deve-se ressaltar que a IDA
ndo deve ser aplicada para criangas menores de 3 meses de
idade. Alimentos destinados a criancas com menos de 6
meses de idade ndo podem conter nitrito como aditivo®.

O Padrio Geral de Identidade e Qualidade de
Queijos (PIQ) esta descrito na Portaria n° 146 de 1996
do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento
(MAPA)*. De acordo com a portaria, permite-se a adicdo
de nitrato de sédio ou potassio em queijos, com exce¢io
daqueles classificados como de alta umidade (46,0 a 54,9%
m/m) ou muito alta umidade (maior ou igual a 55,0% m/m),
até um limite maximo de 50 mg/Kg (ppm), quantificados
como nitrato de sddio ou potassio, isolados ou combinados.
Para os nitritos, o critério de aceitacdo é auséncia,
independentemente do teor de umidade do queijo.



Gongalves JE Oliveira WC, Silva CAO, Cunha MRR, Pereira FR. Ocorréncia de nitratos e nitritos em queijos Minas Frescal, Mussarela, Parmesao

e Prato . Rev Inst Adolfo Lutz. Sio Paulo, 2011;70(2):193-8.

O queijo Minas Frescal é regulamentado pela
Portaria 352 de 1997%, que o classifica como queijo de
muito alta umidade e que ndo pode conter nitratos e
nitritos. O queijo Mussarela possui seu regulamento
descrito na Portaria 364 de 1997*, a qual o classifica
como queijo de média, alta ou muito alta umidade. A
norma regulamentadora do queijo Prato é a Portaria 358
de 1997%, que o classifica como queijo de média umidade,
e para o queijo Parmesdo temos a Portaria 353 de 19977,
que o classifica como queijo de baixa umidade.

A Fundacéo Ezequiel Dias (Funed) - Laboratério
Central de Saude Publica de Minas Gerais (Lacen-MG),
através da Divisao de Vigilancia Sanitdria, em parceria
com as Vigilancias Sanitarias Estadual e Municipais, e
a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa),
realiza o monitoramento de alimentos expostos ao
consumo em Minas Gerais, principalmente aqueles mais
susceptiveis as contaminac¢des e adulteragdes fisico-
quimicas. Um dos programas realizados em 2009 foi o
PROMAC - Programa de Monitoramento de Aditivos
e Contaminantes, que avalia a presenca de aditivos e
contaminantes, como nitratos e nitritos, corantes naturais
e artificiais, sulfitos e metais pesados em alimentos como
derivados lacteos, sucos em po e prontos para beber,
balas e pirulitos, doces e geleias.

No presente estudo teve-se como objetivo avaliar
a ocorréncia de nitratos e nitritos em queijos, Minas
Frescal, Mussarela, Prato e Parmesao, comercializados no
estado de Minas Gerais no ano de 2009, tanto por técnicas
qualitativas como quantitativas, conforme os Padroes de
Identidade e Qualidade desses produtos.

MATERIAL E METODOS

Amostras

As andlises foram realizadas no Laboratério de
Quimica Bromatoldgica e Cromatografia da Funed/
Lacen-MG, no periodo de abril a novembro de 2009.
Foram analisadas 29 amostras de queijo Minas Frescal, 27
de Mussarela, 11 de Parmesao e 10 de Prato, totalizando 77
amostras. Estas foram coletadas aleatoriamente em diversos
estabelecimentos do comércio do estado, pela Vigilancia
Sanitaria Municipal, de acordo com o cronograma da
Secretaria Estadual de Saude, como parte do PROMAC.

Metodologia
Para as determinagdes qualitativa e quantitativa
de nitratos e nitritos, foram utilizadas as publicacoes

oficiais do MAPA (Instrugdo Normativa 68/2006 e
Portaria 01 de 1981)*"2,

A determinagio quantitativa dos teores de nitrato
e nitrito foi aplicada somente para queijos de média e
baixa umidade, conforme classificagdes consultadas
nos Regulamentos Técnicos de Identidade e Qualidade
(RTIQ’s) especificos para cada tipo de queijo. Os queijos nao
enquadrados nesta classificacdo foram submetidos apenas
a analise qualitativa, uma vez que o critério de aceitagdo
¢ somente presenca ou auséncia de nitrato e nitrito, ndo
interessando sua quantificagdo. Para o queijo Mussarela,
antes de se definir qual metodologia seria empregada, fez-
se necessaria a realizagdo da determina¢do da umidade,
por ser um queijo que pode ter classificagao diversa.

Determinagao qualitativa

Clarificacgao

Foram pesados 10 gramas das amostras de
queijo previamente processadas e homogeneizadas em
um béquer de 250 mL. Em seguida, adicionou-se 25 mL
de tetraborato de sédio (boérax) 5% e 100 mL de agua
destilada fervente. As misturas foram mantidas em banho-
maria por 15 minutos com agitacdo ocasional. Apds este
processo, resfriou-se a temperatura ambiente. Adicionou-
se 10 mL de ferrocianeto de potéssio 0,25 M e 10 mL de
acetato de zinco 1,0 M com agitacao sequencial e repouso
por 30 minutos a temperatura ambiente. Ap6s o repouso,
as amostras foram filtradas em papel filtro qualitativo®.

Pesquisa de nitratos

Foram transferidos 5 mL de cada filtrado para um
tubo de ensaio. Adicionou-se 1 gota de solugao saturada de
cloreto de s6dio em cada recipiente e 4 mL de solugdo de
difenilamina 17,0 mg/100mL (esta solugio foi preparada com
30 mL do volume total de dgua e o restante de acido sulftirico
concentrado) cuidadosamente pelas paredes do tubo. As
amostras foram mantidas em repouso por 30 minutos para
avaliagdo do resultado. Fez-se o branco nas mesmas condic¢des,
utilizando-se 5 mL de agua ultrapura em substituicdo da
amostra. Também foi feito um controle positivo fortificando
uma amostra com 0,6 mL de uma solugdo-padréo de nitrato
de sddio a 1%. O desenvolvimento de um anel de coloragdo
azul indicou a presenca de nitratos na amostra®.

Pesquisa de nitritos

Foram transferidos 10 mL dos mesmos filtrados
para um tubo de ensaio, onde foram adicionados 5 mL da

195



Gongalves JE Oliveira WC, Silva CAO, Cunha MRR, Pereira FR. Ocorréncia de nitratos e nitritos em queijos Minas Frescal, Mussarela, Parmesao

e Prato . Rev Inst Adolfo Lutz. Sio Paulo, 2011;70(2):193-8.

solucdo tampao pH 9,6 — 9,7 (HCI/NH,OH) e 10 mL do
reagentede cor (acido sulfanilico e a-naftolem dcido acético
15%) em auséncia de luz direta. Os tubos foram mantidos
em repouso por 30 minutos para desenvolvimento da
coloragdo. Como na determinagdo de nitratos, também
foi feito um branco e um controle positivo nas mesmas
condi¢oes das amostras, sendo que o controle positivo
foi realizado a partir de uma solugdo de nitrito de sddio
a 10 mg/L (ppm). O desenvolvimento de coloragdo rosea
alaranjada indicou a presenca de nitritos na amostra®.

Determinag¢ao Quantitativa

Clarificagio

Foram pesados 10 gramas da amostra em béquer
de 100 mL. Ao béquer foram adicionados 5 mL de solugédo
de tetraborato de sédio a 5% (bdrax) e 40 mL de agua
fervente. O conteudo foi deixado em banho-maria com
agitagdo constante por 15 minutos e em seguida resfriado
a temperatura ambiente. Todo o contetido do béquer foi
transferido quantitativamente para um baldo volumétrico
de 100 mL. O contetido do balo foi submetido ao processo
de clarifica¢io através da adi¢do de 10 mL de solucédo de
ferrocianeto de potéssio 0,25 M e 10 mL de solucio de
acetato de zinco 1,0 M sob agitacdo. O contetido do baldo
foi completado com 4gua ultrapura e filtrado em papel
filtro qualitativo®.

Nitrito original

Para a determinacdo de nitrito original presente na
amostra, foram transferidos 20 mL do filtrado clarificado
para baldo volumétrico de 100 mL e procedeu-se a reacao
de cor?.

Nitrito total - Reduc¢ao do nitrato a nitrito

Foram transferidos 20 mL do filtrado para um
erlenmeyer de 125 mL. Em seguida, foram adicionados 5
mL de solugdo tampao (pH 9,6 - 9,7) e aproximadamente
20 g de cadmio esponjoso ao erlenmeyer, o qual foi
colocado no agitador por 30 minutos. O sobrenadante foi
filtrado em papel filtro qualitativo diretamente em baldo
volumétrico de 100 mL*.

Reacio de cor para determinagio do nitrito

Foram transferidos 10 mL do contetido do baldo de
100 mL para um baldo volumétrico de 25 mL 4mbar, onde
foram adicionados mais 5 mL da solu¢do tampéo e 10 mL
do reagente de cor (os mesmos utilizados na pesquisa de
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nitritos). O conteudo foi agitado. O baldo foi mantido a
25 °C ao abrigo da luz por 30 minutos. Em seguida, fez-se
aleitura em espectrofotdmetro a 480 nm. Os calculos para
determinagdo do contetido de nitrito original e total foram
realizados com base na equacédo obtida através da curva de
calibragdo, com a leitura de padroes de nitrito (0,10; 0,40;
0,805 1,20; 2,00 e 2,40 mg/L) na mesma faixa espectral. O
teor de nitrato foi determinado a partir da diferenca entre
o teor de nitrito total e original multiplicado pelo fator
de conversao. Os resultados finais foram convertidos em
miligramas de nitrato ou nitrito por massa de amostra®.

Avaliagdo da eficiéncia de redu¢io do cadmio
esponjoso

A avaliagdo da eficiéncia de redugdo do cadmio
esponjoso foi determinada através da redugio de uma
solugdo-padrdo de nitrato de sédio, que foi analisada
concomitantemente com as amostras®.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi verificada a presenca de nitratos em 7% das
amostras de queijo Minas Frescal, estando em desacordo
com a legislagao, Portaria n° 352 de 1997%, que preconiza a
auséncia total desses sais na composi¢ao desse queijo, por ele
ser classificado como um queijo de muito alta umidade.

Apés determinagcdo da umidade, 9 das 27
amostras de Mussarela foram classificadas como de
alta ou muito alta umidade, sendo direcionadas para
avaliacdo qualitativa. Em nenhuma delas foi detectada a
presenca de nitratos e de nitritos, estando de acordo com
as legislagoes estabelecidas.

Quando foram determinados quantitativamente
nitratos nas amostras de queijo Mussarela, Parmesao e
Prato, observou-se que o queijo Parmesdo apresentou
valores de até 121,38 mg/Kg, ultrapassando o maximo
permitido de 50 mg/Kg de queijo em 18% das amostras.
Para o queijo Prato, foram encontrados valores até
56,77 mg/Kg (10% de amostras nao conformes). Ja para
Mussarela, todas as amostras avaliadas quantitativamente
estavam em conformidade para o valor estabelecido,
apresentando, no maximo, 10,17 mg/Kg de queijo.
Também nio foram quantificados nitritos em nenhuma
destas amostras. Tanto para nitrato como para nitrito,
o limite de quantificacio do método foi de 5 mg/Kg de
queijo (Tabela 1).

Seraphim e Siqueira'® avaliaram amostras de
queijos industrializados e caseiros, ndo verificando a
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Tabela 1. Avaliagdo quantitativa de Nitrato em amostras de queijo Mussarela, Parmesdo e Prato coletadas no

ano de 2009
Avaliagao
Queijo  Amostras Avaliadas  Limite Maximo estabelecido — :
Satisfatorio (%) Nao conformidades (%)
Mussarela 18 100 0
Parmesio 11 50 mg/Kg 82 18
Prato 10 90 10

presenca de nitratos e nitritos em quantidades superiores
a 10 mg/kg na maioria delas (88,37%). Silveira et al’
mostraram resultados muito semelhantes aos obtidos
nesse trabalho, onde foram analisadas 112 amostras
de queijos e verificado que em 104 (92,85 %) nao havia
nitrato e nitrito detectavel (LD=10 mg/kg), e em 8 (7,14%)
apenas o nitrato estava presente. Zerfiridis e Manolkidis®
analisaram 54 amostras de queijos da Grécia, 20,4%
apresentaram nitrato entre 35 e 104 mg/Kg e 46,3% foram
negativos para nitrato e nitrito.

Para alguns estudiosos, os baixos niveis de nitrato
e nitrito encontrados em queijos estdo relacionados com a
alta solubilidade desses ions em agua, ficando pequena parte
adsorvida na superficie das micelas da caseina coagulada®.

Valores de nitrato em alta concentragdo foram
encontrados por Pimentel et al.*’, onde a presenca foi
observada em todas as amostras analisadas, com teores
médios que variam de 5,11 a 159,1 mg/Kg. Teores médios
mais elevados de nitrato de sddio foram encontrados em
queijo tipo parmesdo (49,09 mg/Kg), seguido por queijo
parmesao (25,99 mg/Kg) e pelo queijo ralado (25,22 mg/
Kg). Do total, 20% das amostras do queijo parmesao ralado,
25% das amostras de queijo tipo parmesao ralado e 25%
das amostras de queijo ralado estariam em desacordo com
o limite estipulado pela legislagao. O mesmo autor reporta
que a presenca de nitrito de sddio foi observada em 94,4%
da amostras analisadas, em teores que variaram de 4,15 a
129,2 mg/Kg. Teores médios mais elevados de nitrito de
sddio foram encontrados em queijo tipo parmesao ralado
(39,87 mg/Kg), seguido por queijo parmesao ralado (23,89
mg/Kg) e queijo ralado (20,46 mg/Kg).

A auséncia de nitritos em queijos industrializados
em que ndo foi detectado o nitrato foi reportada por
outros pesquisadores, como Birkkjaer e Thomsen®'; e Sen
e Donaldson?*?. Provavelmente, isso se deve ao fato de que
o nitrito, quando presente em queijos, é proveniente da
redugdo do nitrato adicionado.

A conversio de nitrato em nitrito no queijo
ocorre pelas condicdes que o alimento oferece, como foi

observado por Levallois et al.”. Portanto, a ocorréncia de
resultados positivos para a presenga de nitrato e negativos
para nitrito pode ser explicada pelo fato de o alimento nao
ter tido condig¢des favoraveis para que ocorresse a reducao
do nitrato para nitrito.

Plutta et al.** mostraram que em estudo dos niveis
de nitrato e nitrito em queijo produzido na Pol6nia, onde
de 0,01 a 0,02% de nitrato de sddio foi adicionado durante
a fabricagdo, encontraram-se quantidades relativamente
baixas, médias de 10 mg/Kg de nitrato e 1 mg/kg de
nitrito. Deve-se ressaltar que a presenca de 1 mg/Kg de
nitrito pode ser oriunda da redu¢ao do nitrato adicionado
nas amostras.

CONCLUSAO

O alto indice de ndo conformidade em queijos
Parmesao e Prato indicam uso excessivo do nitrato nesse
tipo de alimento.

A presenca de nitrato em queijo Minas Frescal
nio era esperada em fun¢io de ser um produto de rapido
consumo e o estufamento tardio ndo ser um problema
caracteristico desse tipo de queijo.

Os resultados reforcam a importincia do
monitoramento continuo de aditivos intencionais em
produtos como o queijo, largamente consumidos pela
populacio.
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