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RESUMO GERAL

Os sais de nitrato e nitrito estdo naturaimente presentes no ambiente, na agua e
nos vegetais, sendo também utilizados como aditivo alimentar, principalmente
como agente antimicrobiano em queijos e produtos carneos. Assim, o soro obtido
de leite adicionado de nitrato na produgdo de queijos podera conter niveis
elevados desse ion e, visto que é utilizado como ingrediente de férmulas infantis
para lactentes, podera servir de veiculo de nitrato nesse alimento. O nitrato é
considerado um composto de, relativamente, baixa toxicidade sendo que o risco
que oferece a saude humana depende de sua redugio a nitrito, o qual pode
conduzir a metemoglobinemia ou formar compostos N-nitrosos. O Comité
FAO/OMS de Peritos em Aditivos Alimentares (JECFA) estabeleceu uma ingestao
diaria aceitavel (IDA) para nitrato e nitrito de 0-3,7 mg de ion nitrato kg™ de peso
corpéreo e de 0-0,07 mg de ion nitrito kg” de peso corporeo, respectivamente,
ressaltando que a IDA nao deve ser aplicada as criancas menores de trés meses
de idade. O leite materno é o alimento fundamental para o desenvolvimento sadio
do lactente, mas em alguns casos ha a necessidade de se utilizar a férmula
infantil. Assim, a mamadeira preparada com férmula infantil € a principal fonte de
exposicao ao nitrato para criangas com idade inferior a trés meses. No presente
trabalho foi validado um método para a determinacéo de nitrato utilizando analise
por injecdo em fluxo (FIA), com determinacdo espectrofotométrica através da
formagdo do complexo FeSCNNO®. Para tanto, foram avaliados os seguintes
parametros: faixa linear (0,50 — 3,00 mg L™), linearidade 0,997, repetibilidade intra-
ensaio (RSD 1,60%; n=10), limite de deteccdo (0,3 mg kg'), limite de
quantificacdo (1,00 mg kg™') e exatidao (94 a 108%). O método foi utilizado para a
determinagdo de nitrato em férmula infanti para lactentes em amostras
disponiveis no estado de Sao Paulo. Os teores de nitrato nas amostras analisadas
(n=30) foram menores do que 21,8 mg kg™, sendo que 09 amostras apresentaram
niveis abaixo do limite de quantificagcdo do método e 21 apresentaram um valor
médio de 7,0 + 0,35 mg kg™'. Estimou-se a ingestao diaria de nitrato através do

consumo das mamadeiras preparadas com a férmula infantil, na faixa etariade 0 a
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12 meses. A estimativa da ingestdo de nitrato pelo lactente foi obtida
considerando-se a férmula infantil e a agua utilizada no preparo das mamadeiras,
e variou entre 0,37 a 2,69 mg/kg pc/dia. Cabe destacar que os maiores valores de
ingestao foram verificados nos lactentes menores de trés meses de idade. Os
resultados obtidos indicam a necessidade de estabelecer legislacao especifica
para a presenca de nitrato nas formulas infantis, em particular naquelas
destinadas a lactentes de até 12 semanas de vida, para assim poder-se realizar
acdes visando o controle da presenca de nitrato nessa matriz, visto que lactentes
até o terceiro més de vida sdo particularmente susceptiveis a formacdo de

metemoglobina devido a exposicao ao nitrato.

Palavras chaves: férmula infantil, nitrato, analise por injecdo em fluxo (FIA).
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SUMMARY
Nitrates and nitrites are naturally present in the environment, in water and
vegetables origin, or are used as food additives, mainly as antimicrobial
preservatives in cheese and cured meats. Thus, curds from milk with added nitrate
in cheese production, may contain higher levels of this ions, and since it is used as
ingredient in infant formulas, it could be a source of nitrate in this food. Nitrate is
considered a compound of relatively low toxicity and its risk to the human health
depend on its reduction to nitrite, which can lead to the formation of
methemoglobinemia or form N-nitroso compounds. The FAO/OMS Expert
Committee on Food Additives (JECFA) established an acceptable daily intake
(ADI) for nitrate of 0-3.7 mg kg™ of body weight expressed as ion nitrate, and for
nitrite of 0-0.07 mg kg™ of body weight, expressed as nitrite ion, emphasizing that
the ADI does not apply to infants less than three months old. Breast milk is the
fundamental food for the healthy development of infants, but in some cases the
use of infant formula is necessary. The baby bottles prepared with infant formula
thus becomes the main source of nitrate exposure for babies less than three
months old. In the present work it was validated a method to quantify nitrate using
flow injection analysis (FIA), with spectrophotometric determination based on the
formation of FeSCNNO®. For this purpose the following parameters were
evaluated: linear range (0,50 — 3,00 mg L™), linearity 0.9917; intra-assay accuracy
(RSD 1.60%; n=10), detection limit (0,3 mg kg™), quantification limit (1,00 mg kg™
and recovery (94 to 108%). The method was used for the determination of nitrate
in infant formulas available in the retail market of the state of Sdo Paulo. The
nitrate level in the samples (n=30) was lower than 21.8 mg kg™, in this regard 09
samples presented a nitrate level lower than the determination limit of the method
and 21 showed medium value of 7.0 + 0.35 mg kg™'. The daily nitrate intake was
estimated considering the average consumption of baby bottles prepared with the
infant formula, for children aging 0 — 12 months old. An estimation of the daily
nitrate of nitrate by the infants was obtained considering the infant formula and the

water used in the preparation of the baby bottles, and ranged from 0.37 to 2.69
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mg/kg pc/day. It should be emphasized that the higher values of ingestion were
found for infants less than three months old. The results indicate the need to
establish specific legislation for the presence of nitrate in infant formulas, in
particular for those destined to infants up to 12 weeks old, in order to be able to
conduct actions to control the presence of nitrate in this matrix, since infants since
the third month of life are particularly susceptible to the formation of

methemoglobin due to nitrate exposure.

Keywords: infant formula, nitrate, flow injection analysis (FIA).
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INTRODUGAO GERAL

Sais de nitrato e nitrito estdo naturalmente presentes em alimentos de
origem vegetal, animal € na agua, sendo também utilizados como conservante em
produtos carneos e queijos. (ARAUJO & MIDIO, 1990; FERREIRA & CAMARGO,
1993; DUARTE & MIDIO, 1997).

Nitrato e nitrito s&o utilizados na industria de queijos para evitar o
estufamento tardio, problema que aparece somente apds duas ou trés semanas
de fabricagdo. O estufamento tardio nos queijos &, na sua grande maioria,
causado pelo Clostridium tyrobutyricum cuja presenca causa a fermentacdo do
lactato que na massa do queijo produz acido butirico, gas carbdnico e hidrogénio,
alterando também, o odor e o sabor do produto (DONNELY & BUSTA, 1981).

O soro € um subproduto do leite obtido durante a producéo de queijo ou da
caseina, sendo utilizado como substituto do leite e como fonte de proteina em
bebidas lacteas e no leite em p6 (DUARTE & MIDIO, 1997a.).

A legislagao brasileira considera impréprio para consumo o leite de vaca
que contenha nitrato ou nitrito (BRASIL, 1952). No entanto dados obtidos da
literatura revelam que nitratos podem estar naturalmente presentes nesse
alimento em baixas concentragées, em teores inferiores a 5 mg L™ em leite fluido
e 30 mg kg em leite em pd. Essas concentragbes podem ser aumentadas, e
ainda ocorrer a presenga de nitrito, quando o soro proveniente da fabricagdo de
queijos € adicionado no leite em p6 (WALKER, 1990; DUARTE & MIDIO, 1997).

A férmula infantil para lactentes, quando utilizada em substituiciao ao leite
materno, € o alimento fundamental para o desenvolvimento das criancas até a
idade de seis meses. Entretanto, também é a principal fonte de exposicdo ao
nitrato em lactentes. Nitratos e nitritos podem causar efeitos toxicos ao organismo
dependendo da quantidade ingerida e da susceptibilidade do organismo,
principalmente em criangas com predominio da hemoglobina fetal (JAFFE, 1981;
FERNICOLA, 1989; McKNIGHT et al., 1997; ECHANIZ et al, 2001).

Os efeitos nocivos do nitrato estao relacionados ao fato de ser faciimente

convertido a nitrito, tanto no alimento como no organismo humano. Os efeitos



toxicos mais relevantes decorrentes da ingestdo de nitrato e de nitrito sdo a
metemoglobinemia, em neonatos e em individuos com deficiéncia congénita de
metemoglobina-redutase ou deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase
(G6PD) e a formacgao in vivo de N-nitrosaminas (WALKER, 1990; TRICKER &
PREUSSMANN, 1991; GANGOLL! et al., 1994). Assim, a exposicao de lactentes
ao nitrato pode levar a morte, principalmente em criangcas com menos de trés
meses de idade, por apresentarem uma deficiéncia fisioldgica transitoria da
metemoglobina redutase (diaforase reduzida) ou de seu co-fator NADH (JAFFE,
1981).

O Comité FAO/OMS de Peritos em Aditivos Alimentares - JECFA, em sua
59%. Reunido em 2003, reavaliou os limites da Ingestao Diaria Aceitavel (IDA) para
os ions nitrito e nitrato, com base nos ultimos estudos toxicologicos existentes
(WHO, 2003). A IDA é a quantidade de um aditivo (no caso nitrato e nitrito) que
pode ser ingerido por toda a vida sem provocar um dano a saude humana. O
Comité estabeleceu para o nitrito uma IDA de 0-0,07 mg kg™ de peso corpéreo,
expressa como ion nitrito (WHO, 2003): Para o nitrato, o Comité manteve a IDA de
a 0-3,7 mg kg de peso corporeo, expresso como ion nitrato, a qual tinha sido
estabelecida na sua 442 reunido (WHO, 1996).

A ingestao média estimada de nitrato (niveis médios em cada alimento e
dados médios de consumo) varia entre 52 e 407 mg/pessoa/dia, sendo que nem
todas as pesquisas levam em consideracdo a agua consumida. A agua, com
concentracao de nitrato relativamente alta, representa um importante aumento na
ingestao diaria (WALKER, 1990; YSART et al.,, 1999; PETERSEM & STOLTZE,
1999).

Em vista dos problemas que o nitrato pode causar a saude se ingerido em
excesso, principalmente em lactentes, o objetivo do presente trabalho foi de
validar metodologia analitica para a determinacao de nitrato em formula infantil
para lactentes, utilizando analise por injecdo em fluxo (FIA), com o intuito de
analisar amostras de féormula infantil para lactentes disponiveis no mercado e,

assim, estimar a exposi¢ao ao nitrato por parte de lactentes.
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CAPITULO 1

CONSIDERAGOES SOBRE A PRESENCA DE NITRATO EM FORMULA
INFANTIL PARA LACTENTES. UMA REVISAO

Este trabalho sera submetido para a publicagao na revista da Sociedade Brasileira

de Toxicologia



CONSIDERAGCOES SOBRE A PRESENGA DE NITRATO EM FORMULA
INFANTIL PARA LACTENTES. UMA REVISAO

RESUMO

Os sais de nitrato e nitrito estdo naturalmente presentes no ambiente, na agua e
nos vegetais, sendo também utilizados como aditivo alimentar, princibalmente
como agente antimicrobiano em queijos e produtos carneos. Assim, o soro obtido
de leite adicionado de nitrato na produgdo de queijos poderd conter niveis
elevados desse ion e, visto que é utilizado como ingrediente de férmulas infantis
para lactentes, podera servir de veiculo de nitrato nesse alimento. O nitrato é
considerado um composto de, relativamente, baixa toxicidade sendo que o risco
que oferece a satde humana depende de sua redugdo a nitrito, o qual pode
conduzir a metemoglobinemia ou formar compostos N-nitrosos. O Comité
FAO/OMS de Peritos em Aditivos Alimentares (JECFA) estabeleceu uma ingestéo
diaria aceitavel (IDA) para nitrato e nitrito de 0-3,7 mg de ion nitrato kg™ de peso
corpéreo e de 0-0,07 mg de ion nitrito kg™’ de peso corpéreo, respectivamente,
ressaltando que a IDA nao deve ser aplicada as criancas menores de trés meses
de idade. O leite materno é o alimento fundamental para o desenvolvimento sadio
do lactente, mas em alguns casos ha a necessidade de se utilizar a formula
infantil. Assim, a mamadeira preparada com férmula infantil € a principal fonte de
exposi¢ao ao nitrato para criangas com idade inferior a trés meses. O presente
artigo abordou estudos recentes em relacdo ao teor de nitrato em formula infantil

para lactentes, assim como os aspectos toxicolégicos e de legislacao deste ion.

Palavras-chaves: formula infantil; leite; nitrato.



CONSIDERATIONS ABOUT THE PRESENCE OF NITRATE IN INFANT
FORMULA. A REVIEW

SUMMARY

Nitrates and nitrites are naturally present in the environment, in water and
vegetables origin, or are used as food additives, mainly as antimicrobial
preservatives in cheese and cured meats. Thus, curds from milk with added nitrate
in cheese production, may contain higher levels of this ions, and since it is used as
ingredient in infant formulas, it could be a source of nitrate in this food. Nitrate is
considered a compound of relatively low toxicity and its risk to the human health
depend on its reduction to nitrite, which can lead to the formation of
methemogliobinemia or form N-nitroso compounds. The FAO/OMS Expert
Committee on Food Additives (JECFA) established an acceptable daily intake
(ADI) for nitrate of 0-3.7 mg kg™ of body weight expressed as ion nitrate, and for
nitrite of 0-0.07 mg kg™ of body weight, expressed as nitrite ion, emphasizing that
the ADI does not apply to infants less than three months old. Breast milk is the
fundamental food for the healthy development of infants, but in some cases the
use of infant formula is necessary. The baby bottles prepared with infant formuia
thus becomes the main source of nitrate exposure for babies less than three
months old. The present article present current studies in relation to the nitrate
level in infant formula, as well as the toxicological legislation and aspects of this

ion.
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1. INTRODUCAO

O nitrato esta naturalmente presente no ambiente, na agua e em alimentos
de origem vegetal, sendo utilizado como aditivo alimentar na forma de seus sais
de sddio ou potassio principalmente como conservante e agente antimicrobiano
em produtos carneos e queijos (ARAUJO & MIDIO, 1990; FERREIRA &
CAMARGO, 1993; DUARTE E MIDIO, 1997).

Em produtos carneos, nitratos e nitritos sdo utilizados como aditivos
intencionais como inibidores do crescimento do Clostridium botulinum e em
queijos para evitar o estufamento tardio causado, na maioria das vezes, pelo
Clostridium tyrobutyricum, cuja presenga produz alteragdo no odor e sabor do
alimento (KYRIAKIDIS et al., 1997). O Clostridium butyricum, C. sporogenes e C.
pausterianum também podem causar o mesmo problema nos queijos (DONNELY
& BUSTA, 1981).

A importancia do nitrato para a saude esta relacionada ao fato de ser
facilmente convertido a nitrito tanto no alimento como no organismo humano. Os
efeitos toxicos mais relevantes decorrentes da ingestao de nitrato e de nitrito sdo a
metemoglobinemia, em neonatos e em individuos com deficiéncia congénita de
metemoglobina-redutase ou deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase
(G6PD) e formacgao in vivo de N-nitrosaminas (WALKER, 1990; TRICKER &
PREUSSMANN, 1991; GANGOLLI et al., 1994).

O comitt FAO/OMS de Peritos em Aditivos Alimentares (JECFA)
estabeleceu uma ingestéo diaria aceitavel (IDA) para nitrato e nitrito de 0-3,7 mg
kg” de peso corpéreo, expresso como fon nitrato e de 0-0,07 mg kg™ de peso
corporeo, expresso em ion nitrito, respectivamente, (WHO, 2003) ressaltando que
a IDA néao deve ser aplicada as criangas menores de trés meses de idade (WHO,
1996).

Cabe destacar que na producao do queijo tem-se a formacdo do soro
lacteo, utilizado como fonte protéica em leites e derivados (OLIVEIRA & GLORIA,
1993).



Em criancas menores de trés meses, a mamadeira preparada com a
formula infantil para lactentes é a principal fonte de exposi¢céo ao nitrato. Todavia,
em substituicao ao leite materno, este sera o alimento fundamental para o
desenvolvimento do lactente neste periodo. Nitratos e nitritos podéréo causar
efeitos toxicos ao organismo do lactente dependendo da quantidade ingerida e da
sua susceptibilidade, principalmente em criangas com predominio da hemoglobina
fetal (WHO, 1978; JAFFE, 1981; FERNICOLA, 1989; McKNIGHT et al., 1999;
ECHANIZ et al, 2001). ’

O objetivo do presente artigo de revisdo foi abordar dados recentes em
relacdo ao teor de nitrato em leite em po infantil para lactentes, assim como os

aspectos de metodologia analitica, toxicologicos e de legislagéo deste ion.

2. OCORRENCIA DO NITRATO NO SORO LACTEO

Em queijos a adicdo de nitrato e nitrito evita o chamado estufamento tardio,
problema que aparece duas ou trés semanas apo6s a fabricagdo do alimento. E
causado, na maioria das vezes, pelo Clostridium tyrobutyricum cuja presenca
provoca a fermentacdo do lactato na massa do queijo produzindo acido butirico,
gas carbdnico e hidrogénio, alterando, também, o odor e sabor do alimento
(DONELLY & BUSTA, 1981; FURTADO, 1985; KYRIAKIDS, et al., 1997).

O nitrato em si ndo & o responsavel pela prevencao do estufamento tardio
dos queijos. Todavia, uma vez adicionado ao leite, este ¢é reduzido
enzimaticamente pela xantina oxidase a nitrito, que inibe o desenvolvimento do
microrganismo, embora outros fatores como temperatura de estocagem, pH,
microflora também colaborem na redugdo de nitrato a nitrito (GRAY et él.; 1979).

No processo de produgdo do queijo tem-se a formagdo de soro lacteo
amplamente utilizado como ingrediente na producéo de alimentos industrializados,

entre outros, de bebidas lacteas e de leite em pd. O soro lacteo, ou simplesmente



soro, € um subproduto do leite obtido durante a coagulagdo nos processos de
'produgéo de queijo ou de caseina (MORR,1989).

O soro liquido é constituido de mais de 93% de agua, porém contém quase
metade dos nutrientes | originais do leite como a lactose, vitaminas, proteinas
soluveis, sais minerais, sendo que, esta fracdo possui muito pouca gordura
(MORR, 1989; NEVES, 1993). Assim, o soro é uma fonte econémica de nutrientes
que oferece uma série de beneficios nutricionais e funcionais em alimentos como
realce de sabor e cor, melhora de textura, emulsificagéo, estabilizacio, dispersao
e aumento na vida de prateleira (De WIT, 1989; SMITHERS et al., 1996).

Entretanto, o soro lacteo € um produto capaz de promover poluicdo
ambiental quando descartado. Sua descarga em cursos de agua pode provocar a
destruicdo da flora e da fauna devido a alta demanda bioldgica de oxigénio (DBO)
que & na ordem de 30 g a 40 g de O, por litro de soro (NEVES, 1993). Uma base
de célculo de referéncia usada na pratica consiste em considerar que cada dez
unidades de leite integral produzem uma unidade de queijo e nove unidades de
soro liquido (ABREU, 1986).

O soro doce fluido pode ser transformado em soro em pé, soro com teor de
lactose reduzido, soro desmineralizado, soro parcialmente desmineralizado,
concentrados proteicos de soro (CPS) ou isolados protéicos de soro (IPS) (GIESE,
1994). A tendéncia mundial, com a preocupacado do reaproveitamento do soro, é
desenvolver novas técnicas para intensificar seu uso na alimentacdo humana.

Atualmente as aplicacées do soro e suas fracdes sdo abundantes em
diferentes setores da industria de alimentos, dentre eles na producao de queijos e
correlatos, bebidas lacteas, panificacdo e produtos similares, alimentos infantis,
produtos dietéticos, sopas, bases para molhos, iogurte, chocolates e sorvetes
(PONSANO, 1992; HUFFMAN, 1996).

Dados obtidos da literatura revelam que nitratos podem estar presentes
naturalmente no leite em baixas concentra¢des. Os teores raramente sdo maiores
do que 5,0 mg L™ e 30,0 mg kg™ para leite fluido e leite em po, respectivamente.
Estas concentragbes podem ser aumentadas quando se adicionar ao leite em pé,

o soro lacteo proveniente da produgdo de queijos onde foram utilizados sais
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desses fons como aditivos (DUARTE & MiDIO, 1996).

Apesar do valor nutricional do soro, cuidados devem ser dispensados a
alimentos destinados & alimentagao infantil, pois criangas sdo mais susceptiveis
do que os adultos aos efeitos adversos dos nitratos e nitritos (WALKER, 1990;
VITOZZI, 1992; SARASUA & SAVITZ, 1994).

3. OCORRENCIA DO NITRATO EM LEITE

Os sais de nitrato e nitrito ocorrem naturalmente nos alimentos de origem
vegetal, ou sdo adicionados durante o processamento de alimentos de origem
animal. Devido a presenca de nitratos no ambiente, nos alimentos e na agua
ingerida pelos animais, o leite € uma fonte de nitrato, embora em concentragdes
nao elevadas (GREEN et al, 1982).

O leite € um produto de secrecdo das glandulas mamarias dos mamiferos
e constitui uma das principais fontes de proteina na alimentagdo humana
(SGARBIERI, 1996), sendo que no leite humano foram determinados niveis abaixo
de 5,0 mg nitrato ion L™ (SUKEGAWA e MATSUMOTO, 1975).

Dados da literatura revelam que os niveis de nitrato no leite in natura
também séo inferiores a 5,0 mg L™ para o leite fluido e de 30,0 mg kg™ para o leite
em p6 (WALKER, 1990; DUARTE & MiD10,1997) (Tabela 1).

OLIVEIRA & GLORIA, 1993, analisaram alimentos infantis comercializados
no Brasil contendo soro. Das 693 amostras analisadas 100% apresentavam nitrato
e 60% nitrito, em niveis que variaram de 4,9 a 1250 ppm em nitrato de potassio e
1,1 a 4,6 ppm em nitrito de sédio.

Para se afirmar com seguranca se as concentragées de nitrato e nitrito em
soro sdo provenientes de ocorréncia natural ou do uso de aditivos, deve-se
conhecer a procedéncia da amostra, constatacdo que as vezes se torna dificil
(DUARTE & MIDIO,1996). Entretanto, a presenga de nitrato em formulas infantis

torna-se um aditivo acidental, sendo proveniente do soro resultante do leite
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utilizado na fabricagao de queijos, o qual podera ter sido adicionado de nitrato.

Tabela 1. Niveis de nitratos encontrados em amostras de leite em p6*.

Tipo Marca Procedéncia Nitrato (mg kg'")

Integral A Cérdoba - Argentina 11,45
B Santa Fé - Argentina 20,04

C Buenos Aires - Argentina 25,39

D Canuelas - Argentina 12,96

E Cariuelas - Argentina 32,92

F Montevideo - Uruguai 21,03

G Parana — Brasil <0,26

H Rio Grande do Sul - Brasil <0,26

i Bahia ~ Brasil 12,78

J Sao. Paulo - Brasil 34,05

K Minas Gerais - Brasil 29,48

L Minas Gerais - Brasil 5,09

M Minas Gerais - Brasil 8,63

N Rio de Janeiro - Brasil 6,07

O Goias - Brasil 8,23

Desnatado P Santa Fé - Argentina 5,59

* (Duarte e Midio, 1997)

4. EXPOSICAO HUMANA AO NITRATO

A exposigao diaria ao nitrato, por parte da populacdo em geral, é
influenciada tanto pelos habitos culturais, como estilo de vida e localizagao
geografica. Condigbes de cultivo, variedade, armazenamento, processamento,
dieta e preparo dos alimentos influenciam na quantidade de nitrato ingerida
(GENTO, 19942, 1994°).
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A dieta constitui uma importante fonte de exposicdo do nitrato e nitrito
presente em alimentos como componentes naturais ou como aditivos intencionais.
A dieta ocidental € rica em peixes salgados e queijos que contribuem com valores
relativamente altos de nitrito (WALKER, 1990).

A ingestéo media de nitrato estimada (niveis médios em cada alimento e
dados medios de consumo) varia entre 52 e 422 mg/pessoa/dia, sendo que nem
todas as pesquisas levam em consideracdo a agua consumida (WALKER, 1990;
PENNINGTON, 1998; YSART et al., 1999; PETERSEM & STOLTZE, 1999). A
agua com alto teor de nitrato representa uma importante fonte de exposicdo na
ingest&o diaria total de nitrato (WALKER, 1990). A tabela 2 apresenta a estimativa
de ingestao de nitrato e nitrito em diferentes paises.

Para as formulas infantis de lactentes, as quais requerem diluigdo com agua
antes de serem consumidas, a principal fonte de nitrato podera ser pela agua e
uma menor parte pelo leite em pd. Levando em consideragio a ingestiao de 165
mL/kg de peso corporeo/dia para uma crianca de trés meses pesando 5,6 kg,
onde os alimentos preparados com agua contendo o limite maximo permitido na
agua (50 mg L) a ingestdo deverd ser de 46 mg/dia (8,2 mg/kg de peso
corporeo/dia) (MAFF, 1992). O nivel de nitrato ingerido por criancas desmamadas
geralmente € baixo, tém sido estimado que a ingestdo por lactentes de 9 a 12
meses e de, aproximadamente, 37 mg nitrato/dia (MAFF, 1987).
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Tabela 2. Estimativa de ingestao de nitratos e nitritos em diversos paises*

Média de ingestao diaria (mg/dia)

Pais
Nitrato Nitrito
Franca 150,7** >3,0
Alemanha _ 68** 2,0-6,0
Italia 245 -
Paises Baixos (Holanda) 71 0,6
Noruega 43 1,8
Polénia: Adulto 178 -
Crianga 1 — 3 anos 142 4,0
Bebé 3 - 12 meses 30 1,4
Suica 125 -
Inglaterra 102 -
Inglaterra 88 — 407 -
Inglaterra 97 -
Inglaterra 84 0,3-0,9
inglaterra 149 21
Estados Unidos: Dieta normal 103 1,2
Carne curada (alta conc.) 107 2,6
Vegetariana 367 1,2
Agua (rica em nitrato) 319 1,2
Estados Unidos 137 39
Estados Unidos 53 0,5
Estados Unidos 96 0,8
Estados Unidos 137 0,9

* Fonte: WALKER, 1990

** Excluindo ingestao de agua
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5. ASPECTOS TOXICOLOGICOS

O nitrato e nitrito podem causar efeito téxico em individuos expostos
atraves de alimentos, dependendo da quantidade ingerida e da susceptibilidade do
organismo humano (DUARTE & MIDIO, 1996).

A importancia de nitrato para a saide humana esta relacionada ao fato do
nitrato ser facilmente convertido a nitrito. Os efeitos téxicos mais relevantes
decorrentes da ingestdo de nitrato e de nitrito sdo a metemoglobinemia, em
neonatos e em individuos com deficiéncia congénita de metemoglobina-redutase
ou deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) e a formacao in vivo de
N-nitrosaminas (JAFFE, 1981; FERNICOLA, 1989; WALKER, 1990; ECHANIZ et
al, 2001).

Para criancas com idade inferior a trés meses os nitratos representam um
grande risco, devido ao pH mais elevado (basico) na mucosa duodenal que
permite o crescimento de bactérias. capazes de transformar o nitrato em nitrito,
sendo este muito mais toéxico. Além disso, no sangue de criangas dessa idade
existe uma quantidade consideravel de hemoglobina fetal (hemoglobina F) que se
transforma em metemoglobina mais facilmente que a hemoglobina adulta
(hemoglobina A) (JAFFE, 1981; FERNICOLA, 1989; McKNIGHT et al., 1999;
ECHANIZ, 2001). A concentragao letal de metemoglobina néao € conhecida, mas
foi observado que em concentragdes superiores a 50% ocorre morte (BORONAT
et al., 1982).

Outro efeito toxico associado a ingestao de nitrato e nitrito € a formacao in
vivo de N-nitrosaminas. As N-nitfrosaminas, compostos organicos conhecidos
desde longa data, tornaram-se objeto de intensivos estudos toxicolégicos a partir
de 1956, quando foi relatada pela primeira vez a inducao de tumores no figado de
ratos alimentados com ragéo contaminada com N-nitrosodimetilamina (NDMA).
Desde entdo, muitas pesquisas tém sido feitas sobre os efeitos biologicos
causados por N-nitrosaminas, e a maioria dos compostos testados mostraram-se
carcinogénicos (WALKER, 1990; TRICKER & PREUSSMANN, 1991; GANGOLLI
et al., 1994).
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O ion nitrato & considerado de baixa toxicidade, mas quando reduzido a
nitrito pode apresentar um alto risco a sadde, sendo assim de grande importancia

considerar as fontes exégenas de nitrato ao corpo humano.

5.1. Absorcao, Distribuicao e Excrecao

Em humanos, o nitrato ingerido pela dieta é rapidamehte absorvido na parte
superior do trato digestivo e equilibrado com os fluidos do corpo e secretado na
cavidade oral através das glandulas salivares (BARTHOLOMEW & HILL, 1984:
CORTAS & WAKID, 1991). Apesar de existir grande variabilidade entre individuos,
em média 25% do nitrato ingerido por via oral sdo secretados na saliva
(SPIEGELHALDER et al., 1976; TANNENBAUM et al., 1976). O nivel de nitrato
salivar aumenta com a idade do individuo, sendo maior na idade adulta. A
concentracdo salivar de nitrato em adultos varia entre 0,1 a 40 mmol L™ apos
ingestao de baixas e altas doses de nitféfo, respectivamente (TUREK et al., 1980).
O nitrato esta presente no leite aparentemente por difusdo passiva. Em criancas
lactentes, o nivel de nitrato salivar varia entre 0,1 € 1,0 mmol L™, com valor médio
de 0,5 mmol L.

O nitrato também €& secretado no trato gastrintestinal através das secrecoes
gastricas (via glandulas parietais) e intestinais, incluindo a bile, o que leva a
reducgao do nitrato a nitrito pela flora do intestino grosso. A secrecao do nitrato no
estdmago também parece ser realizada através de transporte ativo, similar ao das
glandulas salivares.

Sabe-se que a excrecao urinaria de nitrato esta relacionada com a
quantidade do ion ingerida. Entretanto, essa excrecdo pode exceder a sua
ingestao, como conseqléncia da sintese endogena de nitrato. No homem a
excrecao urinaria, independente da dose, corresponde a 65 a 70 % do nitrato total
ingerido. O méaximo de excre¢do de nitrato ocorre apdés 5 horas da ingestao,
retornando ao nivel normal apdés 18 horas. Em individuos em jejum, o nivel
urinario de nitrato varia entre 10-20 mg/L (BARTHOLOMEW & HILL, 1984).
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A excregdo urinaria do nitrato em criancas tém sido entre 80 a 100% da
ingestao media (TUREK et al., 1980) ao passo que HEGESH & SHILOAH, 1982,
afirmam que a excregdo urinaria do nitrato em criangas inclui a formacao
endogena do nitrato. |

A vida média plasmatica do nitrato & de aproximadamente 6.5 horas e o

volume de distribuicdo é de aproximadamente 33 litros.

5.2. Sintese endogena de nitrato

Além da exposigao através da dieta, ha consideravel sintese enddgena de
nitratos em humanos. A biosintese de nitratos em adultos e criangas é estimada
em aproximadamente 1,0 mg kg'1 peso corporeo, expressc como fon nitrato
(BARTHOLOMEW & HILL, 1984; WALKER, 1990; GANGOLLI et al., 1994), a qual
pode ser aumentada devido a infec¢des gastrintestinais, visto que um consideravel
aumento na excregao urinaria de nitrato foi verificado em criangas com diarréia
aguda estimado em até 15,0 mg kg™ peso corpéreo, expresso como ion nitrato
(HEGESH & SHILOAH, 1982; WHO, 1996), onde também em adultos tém sido
relatado similar aumento (5,0 mg kg™ peso corpéreo, expresso como ion nitrato)
(GANGOLL! et al., 1994). Entretanto a principal rota metabdlica para a sintese
endogena de nitrato é a conversdo de arginina, por macréfagos, a éxido nitrico
(NO), seguido da oxidagéo a anidro nitroso e reagao deste em agua para produzir
nitrito, o qual & rapidamente oxidado a nitrato através da reagdo com hemoglobina
(GANGOLLI et al., 1994; WALKER, 1996).

5.3. Biotransformacao
No homem, e provavelmente na maioria das espécies animais, a reducio

do nitrato ocorre principalmente na cavidade bucal por bactérias anaerdbias

facultativas presentes na superficie da lingua. Aproximadamente 25% da ingestao
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de nitrato € secretado na saliva da qual 20% ¢é reduzido a nitrito, isto &, 5% da
ingestao total (SPIEGELHALDER et al., 1976; WALTERS & SMITH, 1981), o que
representa a p-rincipal fonte de nitrito para o homem (WALKER, 1996). Contudo,
em menor quantidade, a redugdo do nitrato a nitrito in vivo também. pdde ser
efetuada por bactérias entéricas e pela atividade da enzima nitratd rédutase ém
mamiferos. Muitas espécies de microrganismos residentes no trato oro-
gastrintestinal possuem atividade nitrato redutase (WALKER, 1996). |

Em adultos em jejum, os valores de pH do estdmago situam-se em torno de
1 a 2, condigdo n&o propicia para o crescimento bacteriano e, consequientemente,
nao ocorre redugao bacteriana de nitratos. Entretanto, valores mais basicos de pH
gastrico e conseqlientemente niveis elevados de nitrito, como 5,0 mg L™, tém sido
observado em individuos acloridricos, pacientes com Ulcera gastrica, cancer do
estdbmago, atrofia gastrica, assim como naqueles tratados com cimetidina e
antiacidos (BARTSCH & MONTESANO, 1984).

Lactentes menores de trés meses de idade sdo altamente susceptiveis a
reducdo bacteriana no estdmago, o que se deve a baixa produc&c de &cido
gastrico (KROSS et al, 1992). Infecgbes gastrintestinais, as quais ocorrem
freqlentemente em criancas, também contribuem para a reducéo do nitrato a
nitrito.

Embora o interesse na reducao oral do nitrato a nitrito esteja centrado na
possivel formag&o de compostos N-nitrosos, recentemente tém sido proposto que
o nitrito salivar quando passa para o ambiente acido estomacal, € rapidamente
reduzido a o6xido nitrico (NO) e outros 6xidos de nitrogénio. O NO e solugdes de
nitrito acidificado, imitando as condi¢cdes gastricas, tém demonstrado atividade
antimicrobiana contra uma larga extensdo de patégenos gastrintestinais. Além
disso, NO & conhecido por ter propriedades vasodilatadoras e modulador da
atividade plaquetaria e, possivelmente da motilidade intestinal e microcirculagao
(McKNIGHT et al., 1997).
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5.4. Efeitos do nitrato em humanos

5.4.1. Metemoglobinemia infantil ‘

Em humanos, o mais importante efeito toxico agudo como conseqiiéncia da
ingestdo de nitrato decorre da sua conversdo a nitrito e. formacéo de
metemoglobina (MetHb). O nitrito absorvido oxida o Fe®* (ion ferro no estado
ferroso) da hemoglobina (Hb) a Fe®* (ion ferro no estado férrico) resultando na
MetHb, a qual ndo se liga reversiveimente ao oxigénio, como acontece com a
hemoglobina. Portanto, ocorre uma redugdo no transporte de oxigénio dos
alvéolos pulmonares para os tecidos (JAFFE, 1981).

Cerca de 2 a 3% de hemoglobina é oxidada diariamente em
metemoglobina, a qual através de reacdo catalizada pela enzima NADH-
metemoglobina-redutase (NADH-diaforase) presente nos eritrécitos € convertida
novamente em hemoglobina. Ha varios fatores que mantém fisiologicamente o ion
ferro da hemoglobina no estado ferroso. O mais importante perece ser a enzima
NADH-metemoglobina-redutase (CORTAS & WADIK, 1991). Entretanto a
atividade desta enzima é baixa durante as 12 primeiras semanas de vida
(NILSSON et al, 1990).

Quando o nivel de exposi¢cao ao nitrito é elevado, o sistema de redugéo é
saturado, resultando num aumento da concentragdo de MetHb no sangue. Niveis
de metemoglobina de 10% produzem cianose assintomatica, enquanto niveis de
20 a 50% levam & cianose, com sinais de hipdxia, astenia, dispnéia de esforgo,
dores de cabeca, taquicardia e perda da consciéncia. A concentracao letal de
MetHb ndo é conhecida, mas niveis superiores a 50% podem rapidamente levar
ao coma e morte (BORONAT et al, 1982; KNOBELOCH et al., 2000). Quando a
concentracdo de metemoglobina é superior a 15% a cor do sangue se torna
achocolatada (FERNICOLA, 1989).

Criangcas com menos de trés meses de idade sdo mais susceptiveis a
desenvolverem metemoglobinemia devido a varios fatores:

(1) Baixa acidez gastrica, o que favorece ao crescimento de microrganismos

que reduzem nitrato a nitrito antes de sua total absorgéo;
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(2) Imaturidade do sistema NADH MetHb redutase , que tende a desaparecer a
partir dos quatro meses de idade;

(3) A ingestao de agua é maior que o peso corporal relativo (10 vezes superior
a de adultos por unidade de peso corporal); |

(4) Hemoglobina fetal (60 a 80% da hemoglobina total em recém nascidos) se
oxida mais facilmente em metemoglobina;

(5) Em algumas ragas, a deficiéncia congénita de glicose-6-fosfato
desidrogenase em eritrocitos podem resultar em uma déficiéncia
secundaria de MetHb redutase (JAFFE, 1981; TOTAPALLY et al., 1998;
McKNIGHT et al., 1999).

Em lactentes e criangas, devido a diluicdo da férmula infantil em agua, a
maioria dos casos de metemoglobinemia esta associada a altas concentracdes de
nitrato na agua (teores acima de 44,3 ml L™), principalmente em agua de pocgos
frequentemente contaminada por bactérias, as quais reduzem o nitrato a nitrito
(WHO, 1996). Entretanto, alimentos contendo altas concentragbées de nitrato
também podem estar envolvidos (KNOBELOCH, 2001).

O tratamento para reduzir a metemoglobinemia pode ser efetuado através
da administragdo de azul de metileno (2,0 mg kg™), por via endovenosa ou
intramuscular, ou administragdo de acido ascorbico por via oral (BORONAT, 1982;
TOTAPALLY, 1998). O azul de metileno atua como um carreador de elétrons em
vias de reducao que envolvem nicotinamida adenina dinucleotideo difosfato
(NADH) e flavoproteinas (FADH). Sendo este, muito efeciénteo no tratamento de
metemoglobinemia. Entretanto ndo deve ser usado se existir a deficiéncia da
glucose-6-fosfato desidrogenase. O acido ascorbico atua independentemente na
reducao da metemoglobina, reduz o ferro férrico nao-hémico em estado ferroso, e
também pode ser usado no tratamento da metemoglobinemia (TOTAPALLY,
1998). |
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5.4.2. Carcinogenicidade

Embora a metemoglobinemia seja o principal efeito adverso- agudo
consequente da exposi¢do ao nitrato, varios estudos sobre a alta.exposicédo de
nitrato tém sido associados a uma variedade de efeitos como a Hipeﬁroﬁa da
tiredide, hipertensao e até efeitos carcinogénicos devido a formacao de compostos
N-nitrosos. Todos os efeitos tém sido observados em estudos epidemiolégicoé em
seres humanos e sdo, freqlientemente, sustentados por estudo de fisiologia
humana e animal (BRUNING-FANN & KANEENE, 1993).

O maior interesse com relac&o aos aspectos toxicolégicos do nitrato e nitrito
€ a possivel formagado endbégena de compostos N-nitrosos, em particular as N-
nitrosaminas, as quais sao consideradas potentes carcindégenos, além de
apresentarem acdo teratogénica e mutagénica em animais de laboratorio
(BARTSCH & MONTESANO, 1984; ROCHE et al, 1994).

A formagao enddgena de compostos N-nitrosos se inicia quando o nitrato é
reduzido a nitrito por bactérias da cavidade bucal e o nitrito formado se transforma
em O6xido nitrico no estdbmago devido as condicdes favoraveis no local. Varios
estudos in vivo indicam que a nitrosacdo pode ocorrer no estdbmago depois da
ingestdo de precursores da dieta (WALKER, 1990). A nitrosagdo também pode
ocorrer exogenamente entre o nitrito, que foi formado por bactérias a partir do
nitrato, e aminas e amidas presentes no alimento (VITTOZZI, 1992).

Estudos epidemiolégicos sugerem que a alta ingestdo de agentes
nitrosantes e a formacgao intra-gastrica de N-nitrosaminas podem estar associadas
com um alto risco de céncer gastrico, hepatico e de eséfago (WU et al, 1993;
STEFANI et al., 1998, MITACEK et al., 1999; KIM et al., 2002). Por outro lado,
estudos epidemioldgicos ou nutricionais indicam que fatores protetores naturais da
dieta, tais como acido ascérbico e a-tocoferol, presentes principalmente em frutas
e verduras, podem atuar como inibidores da formacao de compostos N-nitrosos
(MIRVISH, 1994; TERRY et al., 2001).
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5.5. Limites toxicolégicos e de residuos

O comité FAO/OMS em aditivos alimentares (JECFA), em sua 59° reuniao,
reavaliou os limites da ingestao diaria aceitavel (IDA) para os ions nitrito e nitrato,
com base nos ultimos estudos toxicolégicos existentes. O comité concluiu que os
efeitos toxicos mais relevantes sao:

a) metemoglobinemia em neonatos e em individuos com deficiéncia
congénita de metemoglobinemia-redutase ou glicose-6-fosfato-desidrogenase;

b) formacao enddgena de compostos N-nitrosos;

c) hipertrofia da zona adrenal glomerulosa em rato;

d) genotoxicidade;

A toxicidade do nitrato, por sua vez, esta relacionada com sua reducédo a
nitrito (WHO, 2003).

Para o nitrito o JECFA estabeleceu uma IDA de 0-0,07 mg kg™ de peso
corporeo, expresso como ion nitrito (WHO, 2003), e para o nitrato manteve a IDA
de 0-3,7 mg kg'1 de peso corpéreo, expresso como ion nitrato, a qual tinha sido
estabelecida em sua 442 reunido (WHO, 1996). Importante ressaltar que a IDA
nao se aplica a criangas menores de trés meses de idade (WHO,1996).

No Brasil a adi¢ao de nitrato de sddio ou potassio em queijos, é permitida
no limite de 50 mg kg™ no produto a ser consumido (BRASIL, 1996). Todavia, a
legislacao brasileira considera improprio para o consumo, o leite que contenha
nitratos e nitritos em qualquer concentracao (BRASIL, 1952).

A Portaria n® 34, de 13 de janeiro de 1998, publicada pelo Diario Oficial da
Uniao do Poder Executivo (BRASIL, 1998) aprova o regulamento técnico referente
a alimentos de transicao para lactentes e criangas de primeira infancia.

O teor de nitrato permitido para produtos desidratados expresso em ion
nitrato € de no maximo 250 mg kg™ do produto reconstituido; para alimentos
liquidos o valor € o mesmo. Todavia, conforme a Portaria “Nao estao cobertos por
este regulamento as Formulas Infantis e os Alimentos Processados a Base de
Cereais para Alimentacao Infantil” (BRASIL, 1998).

No Brasil, o teor de nitrato e nitrito em agua potavel estabelece os limites de
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50 mg L™, calculado como nitrato e 0,02 mg L™, calculado como nitrito (BRASIL,
2001). Os valores de ingestao diaria aceitavel (IDA) para nitratos e nitritos
segundo a FAO/OMS, nao devem ultrapassar os valores de 0-3,7 mg de ion
nitrato kg™ de peso corpéreo para nitrato e de 0-0,07 mg de ion nitrito kg-;'1 de peso
corpéreo para nitrito (WHO, 2003).

6. METODOLOGIA ANALITICA

Sado varios os métodos analiticos descritos na literatura para a
determinacao de nitratos e nitritos em alimentos, agua, material bioldgico, plantas
e solo. Devido a conversdo de nitrato a nitrito, existe atualmente um maior
interesse na determinacdo de ambos, principalmente quando o substrato é
alimento.

Os meétodos espectroscopicos sdo os mais amplamente utilizados para a
determinacao de nitrato e nitrito, devido aos excelentes limites de deteccdo
obtidos e ao facil protocolo de analise (MOORCROFT et al., 2001). Diversas
técnicas tém sido avaliadas, incluindo espectrofotometria (ZHI-Q! et al., 1998;
ZATAR et al.,, 1999; KAZEMZADEH & ENSAFI, 2001; MONSER et al., 2002,
HAGHIGHI & TAVASSOLI, 2002; YUE et al, 2004), quimioluminescéncia (AOKI et
al., 1997; MIKUSKA & VECERA, 2003), fluorescéncia (BULDT & KARST, 1999; LI
et al., 2000; BISWAS et al., 2004) e espectroscopia de absor¢ado atébmica (SILVA
et al., 1986). Outros métodos como potenciometria (PEREZ-OLMOS et al.,
MOURZINA et al.,, 2003), polarografia (XIMENES et al., 2000), voltametria
(CARPENTER & PLETCHER, 1995) e eletroforese capilar (OZTEKIN et al., 2002;
MIYADO et al.,, 2003) tém sido empregados na determinagdo de nitrato em
matrizes diversas.

O método oficial de analise para nitrato e nitrito baseia-se na redugao do
nitrato a nitrito em coluna de cadmio, seguido da determinagéo

espectrofotométrica do azo composto formado na reagéo do nitrito com acido
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sulfanilico e N-(1-naftil) etilenodiamina (AOAC, 1990). A desvantagem dessa
'metodologia € o empré'go de substancias potencialmente carcinogénicas, como a
N-(1-naftil) etilenodiamida.

De modo geral, o método espectrofotométrico para a determinagéo de
nitrito e, indiretamente de nitrato, baseia-se nas seguintes reactes quimicas: (i)
Nitragdo de um composto fendlico; (i) Oxidagdo de um composto organico pelo
nitrito e (iii) Diazotizagdo. (USHER & TELLING, 1975). As reagdes de diazotizacédo
tém sido aplicadas com sucesso na analise de nitrato e nitrito por injecao em fluxo
(FIA, do inglés flow injection analysis) (GINE et al, 1980). A técnica que consiste
basicamente na introdugéo de um volume discreto e reprodutivel de uma amostra
em um fluido carregador nao segmentado que vai sendo continuamente
transportada até um detector, apresenta diversas vantagens frente aos outros
métodos analiticos, principalmente no que concerne a utilizagdo de uma
instrumentacdo simples, economia no consumo de reagentes e velocidade de
processamento. O método FIA apresenta grandes vantagens principalmente em
analises de rotina devido a sua alta versatilidade e alto grau de repetibilidade e
seguranga, curto tempo de reacgao e, finalmente de facil automagao (MIKUSKA &
VECERA, 2003). Deste modo, um significante nimero de métodos propostos para
determinacao simultanea de nitrato e nitrito empregam o sistema FIA (AHMED et
al., 1996; GABRIEL et al.,1998; ZHI-Ql et al, 1998; KAZEMZADEH & ENSAFI,
2001; HAGHIGHI & TAVASSOLI, 2002, YUE et al. 2004).

ANDRADE et al. (2003), relataram metodologia analitica para a
determinacao de nitrato, utilizando analise por inje¢do em fluxo (FIA), eliminando o
uso de aminas aromaticas. O método baseia-se na determinagdo do nitrato e
nitrito através de um complexo ternario formado a partir de NO, ferro (Il) e
tiocianato, em meio acido. O complexo FeSCNNO™ absorve na regido do visivel do
espectro eletromagnético (460 nm), sendo que a absorbéncia € proporcional a
concentragao de nitrato e nitrito.

Nitrato, ou a soma de nitrato mais nitrito, tém sido determinadas pelas
mesmas reagdes apds a redugdo do nitrato a nitrito. Redugédo pelo cadmio &

usualmente proposto devido sua alta eficiéncia (CARRER et al, 1995;
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GUERRERO et al., 1996) e por poder ser usado continuamente por um periodo
relativamente longo (McKELVIE et al., 1994), assim como o cadmio cuperizado
(VAN STANDEN, 1982). Outros reagentes para a reducao do nitrato tém sido
utilizadas, tais como, hidrazina sulfato (JOHNES & HEATHWAIT, 1992; CERDA et
al., 1996; CERDA et al., 1997), reducao fotoquimica (MOTOMIZU & SANADA,
1995; CALATAYUD et al., 1998) e reacdo enzimatica (BORIES & BORIES, 1995).

7. CONSIDERAGOES FINAIS

A mamadeira preparada com féormula infantil para lactentes constitui a
principal fonte de exposicdo ao nitrato em lactentes menores de trés meses de
idade que ndo estejam sujeitos a amamentacido. Em geral, é recomendado que a
avaliacado periddica dos teores de nitrato e nitrito em alimentos deva ser realizada
para que a IDA nao seja ultrapassada a fim de ndo causar riscos a saude da
populagdo. A toxicidade do nitrato esta relacionada com sua reducdo a nitrito,
sendo que os principais efeitos toxicos associados a exposicdo a esse ion sdo
hipertrofia da zona adrenal glomerulosa em ratos, metemoglobinemia, mais
relevante em humanos, principalmente em criancas, e formag¢ao de compostos N-
nitrosos, os quais séo substancias potencialmente carcinogénicas.

Ha a necessidade de estabelecer legislacao especifica para a presenca de
nitrato em férmulas infantil para lactentes, principalmente para aqueles produtos

gue se destinam a criangas menores de trés meses de idade.
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CAPITULO 2

DETERMINAGAO DO TEOR DE NITRATO EM FORMULAS INFANTIS POR
SISTEMA FIA E ESTIMATIVA DA SUA EXPOSICAO EM LACTENTES

Este trabalho sera submetido para a publicacao no peridédico Food Additives and

Contaminants
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DETERMINACAO DO TEOR DE NITRATO EM FORMULAS INFANTIS POR
SISTEMA FIA E ESTIMATIVA DA SUA EXPOSIGAO EM LACTENTES

RESUMO

No presente trabalho foi validado um método para a determinacdo de nitrato
utilizando analise por injecdo em fluxo (FIA), com determinagao
espectrofotométrica através da formacédo do complexo FESCNNO™. Para tanto,
foram avaliados os seguintes parametros: faixa linear (0,50 — 3,00 mg L'1),
linearidade 0,997, repetibilidade intra-ensaio (RSD 1,60%; n=10), limite de
deteccdo (0,3 mg kg™, limite de quantificacao (1,00 mg kg'1) e exatidao (94 a
108%). O método foi utilizado para a determinagdo de nitrato em férmula infantil
para lactentes em amostras disponiveis no estado de Sao Paulo. Os teores de
nitrato nas amostras analisadas (n=30) foram menores do que 21,8 mg kg™, sendo
que 09 amostras apresentaram niveis abaixo do limite de quantificacdo do método
e 21 apresentaram um valor médio de 7,0 + 0,35 mg kg™'. Estimou-se a ingestao
diaria de nitrato através do consumo das mamadeiras preparadas com a formula
infantil, na faixa etaria de 0 a 12 meses. A estimativa da ingestao de nitrato pelo
lactente foi obtida considerando-se a formula infantil e a agua utilizada no preparo
das mamadeiras, e variou entre 0,37 a 2,69 mg/kg pc/dia. Cabe destacar que os
maiores valores de ingestdo foram verificados nos lactentes menores de trés
meses de idade. Os resultados obtidos indicam a necessidade de estabelecer
legislagdo especifica para a presenca de nitrato nas formulas infantis, em
particular naquelas destinadas a lactentes de até 12 semanas de vida, para assim
poder-se realizar agdes visando o controle da presenca de nitrato nessa matriz,
visto que lactentes até o terceiro més de vida sdo particularmente susceptiveis a

formacao de metemoglobina devido a exposi¢ao ao nitrato.

Palavras chaves: férmula infantil, nitrato, analise por injecao em fiuxo (FIA).
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EVALUTION OF THE NITRATE IN INFANT FORMULA TO INFANTS BY FLOW
INJECTION ANALYSIS (FIA)

SUMMARY

In the present work it was validated a method to quantify nitrate using flow injection
analysis (FIA), with spectrophotometric determination based on the formation of
FeSCNNO®. For this purpose the following parameters were evaluated: linear
range (0,50 — 3,00 mg L), linearity 0.9917; intra-assay accuracy (RSD 1.60%;
n=10), detection limit (0,3 mg kg™), quantification limit (1,00 mg kg™') and recovery
(94 to 108%). The method was used for the determination of nitrate in infant
formulas available in the retail market of the state of Sdo Paulo. The nitrate level in
the samples (n=30) was lower than 21.8 mg kg™, in this regard 09 samples
presented a nitrate level lower than the determination limit of the method and 21
showed medium value of 7.0 + 0.35 mg kg™'. The daily nitrate intake was estimated
considering the average consumption of baby bottles prepared with the infant
formula, for children aging 0 — 12 months old. An estimation of the daily nitrate of
nitrate by the infants was obtained considering the infant formula and the water
used in the preparation of the baby bottles, and ranged from 0.37 to 2.69 mg/kg
pc/day. It should be emphasized that the higher values of ingestion were found for
infants less than three months old. The results indicate the need to establish
specific legislation for the presence of nitrate in infant formulas, in particular for
those destined to infants up to 12 weeks old, in order to be able to conduct actions
to control the presence of nitrate in this matrix, since infants since the third month
of life are particularly susceptible to the formation of methemoglobin due to nitrate

exposure.

Keywords: infant formula, nitrate, flow injection analysis (FIA).
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1. INTRODUGAO

Os sais de nitrato e nitrito estao naturalmente presentes em alimentos de
origem vegetal, animal e na agua, sendo utilizados como aditivos alimentares por
possuirem propriedades antioxidantes e bacteriostaticas que impedem o
crescimento de microrganismos causadores do botulismo, principalmente de
Clostridium botulinium em carnes curadas e Clostridium tyrobutiricum em queijos
(ARAUJO & MIDIO, 1990; FERREIRA & CAMARGO, 1993; DUARTE & MIDIO,
1997).

O ion nitrato € considerado de baixa toxicidade, mas quando reduzido a
nitrito pode representar um alto risco a saude. O nitrito pode interagir com a
hemoglobina afetando o transporte de oxigénio levando a metemoglobinemia e
também pode reagir com aminas secundarias e terciarias formando compostos N-
nitrosos o0s quais sao potencialmente carcinogénicos (WALKER, 1990). Para
criangas com idade inferior a trés meses os nitratos representam um risco
adicional, pelo fato de possuirem um pH mais elevado na mucosa duodenal o que
permite o crescimento de bactérias capazes de transformar o nitrato em nitrito
(KROSS et al.,, 1992). Cabe destacar que nessa faixa etaria a mamadeira
preparada com a formula infantil representa a principal fonte de exposicdo ao
nitrato.

O Comité FAO/OMS de Peritos em Aditivos Alimentares (JECFA)
estabeleceu em sua 592 reunidao uma Ingestao Diaria Aceitavel (IDA) para nitrato
de 0 — 3,7 mg kg™’ de peso corpéreo e de 0 — 0,07 mg kg™ de peso corpéreo para
nitrito (WHO, 2003), ressaltando que a IDA ndo deve ser aplicada as criangas
menores de trés meses de idade (WHO, 1996).

Varias metodologias tém sido propostas para a determinacédo quantitativa
de nitrato e nitrito, incluindo métodos cinéticos (LIANG et al, 1994),
cromatograficos (SIU & HENSHALL, 1998; BUTT, et al., 2001), potenciométricos
(LI et al, 2000; SCHALLER et al, 1994), amperométricos (BERTOTTI &
PLETCHER, 1997), voltamétricos (XIMENES et al.,, 2000), eletroforese capilar
(OZTEKIN et al;; 2002) e espectrofotométricos (KAWAKAMI & IGRASHI, 1996;
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AOAC, 1997). No entanto, o método mais. empregado é o recomendado pela
AOAC (1997), que envolve a reducao do nitrato a nitrito em coluna de cadmio
esponjoso e posterior determinacao por espectrofotometria, na regido visivel, do
azo composto formado mediante reacao do nitrito com acido sulfanilico e N-1-natftil
etilenodiamina (Reac&o de Griess). As desvantagens dessa metodologia s3o:
emprego de substancias potencialmente carcinogénicas, elevado consumo de
reagentes e baixa frequéncia de amostragem (ANDRADE et al., 2003).

Cabe ressaltar que o Brasil nao dispde de legislacao especifica para limites
do teor de nitrato em férmula infantil para lactentes.

Em vista dos problemas que o nitrato pode causar a saude se consumido
em excesso, em particular por lactentes menores de trés meses de idade, o
objetivo do presente trabalho foi o de validar metodologia analitica para a
determinacdo de nitrato em férmula infantil para lactentes, utilizando analise por
injecao em fluxo (FIA). O método foi utilizado para analisar amostras de férmula
infantil para lactentes disponiveis no mercado, com o intuito estimar a exposicao

ao nitrato em lactentes.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Reagentes

Os reagentes utilizados para a determinacdo de nitrato foram: H,SO4 95%
(Merck, Alemanha), FeSO, . (NH4), . 6 H20 98,5% (Merck, Alemanha), KSCN 99%
(Merck, Alemanha), Na:BsO; 99,5% (Carlo Erba, Italia), NH.Cl 99,8% (Vetec,
Brasil) e Na;EDTA 99,5% (Synth, Brasil). O padrac analitico de NaNO; foi
adquirido da Merck (Alemanha) apresentando pureza de 99%.

42



2.2. Amostras

Foram analisadas 15 tipos diferentes das marcas disponiveis, no Estado de
Sao Paulo, de férmula infantil para lactentes (0 a 1 ano de idade). Para cada tipo
foram analisados dois lotes distintos. Todas as amostras foram adquiridas em

supermercados, no ano de 2004.

2.3. Preparo das Solucoes

e Solugdo tampé&o concentrada
Para o preparo da solu¢ao de tampéao concentrada, 100 g de cloreto de
amonio, 20 g de tetraborato de soédio e 1,0 g de etilenodiaminatetracetato

dissédico foram dissolvidos em um baldo de 1000 mL com agua destilada.

e Solugdo tampéo diluido (Solugdo Basica — R1)
O tampao diluido foi preparado dissolvendo-se 2,5 mL do tampao
concentrado em um balao volumétrico de 250 mL em agua destilada. O pH dessa
solucéo resultante foi ajustado para 8,5 com solugao de hidréxido de sédio 1,0 mol

L' com a utilizagdo de um pHmétro (Digimed DM-20).

e Solugdo de sulfato ferroso amoniacal concentrado
A solugdo de sulfato ferroso amoniacal concentrado foi preparada
transferindo-se 0,278 g de sulfato ferroso amoniacal a baldo volumétrico de 100

mL completando-se o volume com acido sulfarico 1,0 mol L.

e Solugdo de sulfato ferroso amoniacal diluido (R2)
Da solugdo de sulfato ferroso amoniacal concentrado, 15 mL foram
transferidos a um balao volumétrico de 250 mL sendo o volume completado com

agua destilada para o preparo da solugao de ferro diluido.
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e Solugéo de tiocianato de potéssio 0,4 mol L' (R3)
A soluczo de tiocianato de potassio 0,4 mol L™ foi preparada dissolvendo-
se 9,718 g de tiocianato de potassio em um baldo volumeétrico de 250 mL com

agua destilada.

o Solug&o padréo estoque de nitrato 100 mg L™
A solugéao estoque de nitrato 100 mg L foi preparada dissolvendo-se 0,137
g de nitrato, previamente seco em estufa a 110°C por duas horas, em baldo

volumeétrico de 1000 mL com agua destilada.

e Solugéo padréo de trabalho de nitrato
A partir da solugso padrao estoque de nitrato 100 mg L™ foram preparadas
diariamente, com agua desionizada, solu¢des de nitrato de concentragdes de:
0,50; 1,00; 1,50; 2,00; 2,50 e 3,00 mg L,

e Sulfato de Zinco 1,00 mol L™
A solucdo de sulfato de zinco 1,00 mol L™ foi preparada transferindo-se
28,75 g de sulfato de zinco a um balado volumétrico de 100 mL sendo o seu volume

completado com agua destilada.

e Solugéo de hexacianoferrato de potéssio 0,35 mol L
A solucdo de ferrocianeto de potassio 0,35 mol L7 foi preparada
dissolvendo-se 14,80 g de ferrocianeto de potassio hexahidratado em um baldo

volumétrico de 100 mL com agua destilada.

e Solugéo de sulfato de cadmio 20 % (m/v).
A solucgao de sulfato de cadmio 20 % (m/v) foi preparada transferindo-se 20
g de sulfato de cadmio a um baldo volumétrico de 100 mL e completando-se o

volume com agua destilada.

e Solugdo de sulfato de cobre 2 % (m/v) e EDTA 0,1 mol L™
A solucao de sulfato de cobre 2 % (m/v) e EDTA 0,10 mol L™ foi preparada
transferindo-se 3,722 g de EDTA e 2,0 g de sulfato de cobre a um balao

volumétrico de 100 mL e completando-se o volume com agua destilada.
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2.4. Sistema FIA

2.4.1. Otimizacao do sistema FIA na determinacao de nitrato

O sistema FIA usado foi constituido de: bomba peristaltica de quatro canais
(lsmatec, Suica), tubos de tygon com 1,2 mm de didmetro interno (d.i.), injetor
proporcional de duas se¢des de comutagéo construido em acrilico, tubos de
polietileno com diametro de 1,2 mm, espectrofotdmetro modelo 432 (Femto,
Brasil), provido de cela de fluxo de vidro, com 10 mm de caminho otico e
integrador (Waters — 746 Data Module).

O diagrama do sistema FIA empregado para a determinagao de nitrato esta

apresentado na Figura 1.

BP L
_ _ wW T
A >
R B
R, - 1Y C
Rs D L, W

Figura 1. Sistema FIA para determinagdo de nitrato. A: amostra; Ry: NH,Cl +
Na,B40- + Na,EDTA, 0,01% viv, pH 8,5 (1,2 mL min™); Rz: 6.10* mol L™ de Fe**
em 6.10 mol L' de H>S04 (1,2 mL min™"); R3: 0,4 mol L™ de SCN™ (1,2 mL min™);
BP: bomba peristaltica; I: injetor proporcional; L: algca de amostragem (300 pL); C:
coluna de vidro com cadmio cuperizado (75 mm x 3 mm); B: bobina de reacéo
(100 cm); D: detetor (A 460 nm); T: integrador e W: descarte.
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2.4.2. Preparo da coluna de cadmio cuperizado

O cédmio espojoso utilizado no preparo da coluna foi obtido conforme
recomendado na literatura (LARA et al., 1978), sendo cuperizado com uma
solugcdo contendo 0,1% (m/v) de sulfato de cobre em 0,10 mol L'1' EDTA (VAN
STADEN, 1982). Bastbes de zinco foram colocados em uma proveta contendo 50
mL de solug&o de sulfato de cadmio 20 % (m/v). O cadmio esponjoso formado ao
redor do bastao foi recolhido, triturado em liquidificador por aproximadamente 2 a
3 segundos. O cadmio triturado, ainda em agua destilada, foi passado por uma
peneira de 40 mesh, em seguida foi lavado com adigbes sucessivas de agua
destilada até pH neutro e logo apés com solugdo de sulfato de cobre 2 % e EDTA
0,10 mol L". Em uma coluna de vidro de aproximadamente 7,5 cm de
comprimento foi colocada uma pequena quantidade de 1a de vidro em uma das
extremidades e, com a ajuda de uma espatula e de agua destilada, o cadmio
cuperizado foi transferido até completo preenchimento. Finalizou-se
acrescentando |a de vidro a outra extremidade e conectando-se tubos para que

fosse utilizada no sistema FIA.
2.4.3. Ativagao da coluna

Antes da determinacao de nitrato, a coluna foi ativada mediante passagem
de 100 mL da solugéo Ry, 50 mL da solugéo de nitrato 100 mg L' em uma vazao
de 1,4 mL min™ (GABRIEL et al., 1998).
2.4.4. Regeneracao da coluna

A reativacao da coluna de cadmio foi realizada quando o sinal analitico
(absorvancia) diminuia cerca de 5%, passando sucessivamente uma solugédo de

acido cloridrico 0,10 mo! L™ por 5 minutos, 4gua desionizada por 5 minutos para

lavagem e solugao basica (R1) durante 5 minutos.
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2.5. Preparo das amostras

Foram pesadas 5,0 g da formula infantil para lactentes (triplicata), e

acondicionadas em tubo de ensaio para a realizacao das analises.
2.5.1. Extragao do nitrato da matriz e clarificagdo do extrato

A extragao do nitrato da matriz foi realizada em meio aduoso a 50°C. A 5,0g
da amostra pesada em tubo de ensaio foram adicionados 20 mL de agua
desionizada a 50 °C. A amostra liquefeita foi transferida para baldo volumétrico de
50 mL. Em seguida foram adicionados 3,5 mL sulfato de zinco 1 mol L™ e 3,5 mL
hexacianoferrato de potassio 0,35 mol L™ (reagente de Carrez) com agitagdo apos
adigdo de cada reagente e deixado em repouso por trinta minutos para a
clarificagdo do extrato, conforme descrito na literatura (AOAC, 1997). Decorrido
este tempo, foi completado o volume flnal de 50 mL com agua desionizada e a
solugdo foi filtrada com papel de flltro qualltatxvo Whatman n°® 4. O filtrado foi
levado a centrifugacéo por 10 minutos a 3.000 RPM. O sobrenadante foi percolado
em cartucho de extracdo em fase sélida (Cqg), para a obtencdo de melhor
clarificacdo do extrato final. O condicionamento do cartucho foi realizado pela

passagem de metanol (7,5 mL) e agua desionizada (7,5 mL).
2.5.2. Determinacao do nitrato por sistema FIA

O extrato obtido em 2.5.1 foi analisado por FIA, empregando o sistema
apresentado na Figura 1 (2.4). As condicbes empregadas foram: concentracées
de Fé (Il) e SCN 6,0 10 mol L™ em H,SO., 0,060 mol L™ e 0,40 mol L™,
respectivamente. A vaz&o dos reagentes foi de 1,4 mL min™, o tamanho da bobina
de reacgéo foi de 100 cm e o volume da al¢ca de amostragem foi de 300 pl.

A quantificagdo foi realizada por calibragdo externa. Para tanto, foi
construida uma curva analitica para nitrato, na faixa de concentracdo de 0,50 a 3,0

mg L™
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3. VALIDACAO DO METODO

Para garantir a confiabilidade do método analitico proposto para
quantificar o nitrato em férmula infantil para lactentes foram avaliados 0s seguintes
parametros: faixa linear, linearidade, sensibilidade, repetibilidade, limite de
detecgdo (LOD) e limite de quantificacdo (LOQ), recuperacdo. Os limites de
deteccao e de quantificagcdo foram calculados a partir da curva analitica (MILLER
& MILLER, 1993), os demais parametros foram avaliados segundo SHABIR, 1998.

Faixa linear: foram construidas curvas analiticas para o nitrato no intervalo de

concentragéo de 0,50 a 3,0 mg L.

Linearidade (r): calculadas a partir da regressao linear de cinco curvas analiticas
obtidas em um mesmo dia, empregando solu¢des padrao de nitrato no intervalo de

concentragéo de 0,50 a 3,0 mg L.

Sensibilidade: calculada a partir do coeficiente angular médio das curvas analiticas

obtidas para o nitrato.

Limite de deteccdo (LOD): calculado a partir de cinco curvas analiticas pela
expresséo: LOD=3S,m"

onde Syx: estimativa do desvio padrao da curva analitica e m: coeficiente angular
da curva analitica. Os valores foram calculados para uma massa de amostra de
504.

Limite de quantificacdo (LOD): calculado a partir de cinco curvas analiticas pela
expressao: LOQ =10S,xm™ |

onde Syx: estimativa do desvio padrao da curva analitica e m: coeficiente angular
da curva analitica. Os valores foram calculados para uma massa de amostra de
5,04g.
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Precis&o intra-ensaio: foi validada mediante analise consecutiva (n=10) em um
mesmo dia de uma solugao contendo nitrato na concentragdo de 1,5 mg L7 A
preciséo foi expressa pela estimativa do desvio padrao relativo (RSD), obtido pela
equacao: RSD(%)= s/x . 100 |

onde, s: estimativa do desvio padrao e x: média dos resultados.

Recuperagdo: as amostras de leite em po6 foram fortificadas em dois niveié de
concentragao (1,0 mg kg™'; 2,0 mg kg™'). As analises para cada nivel de fortificacao
foram realizadas em ftriplicata. '

4. ANALISE ESTATISTICA

O numero de amostras (n) analisadas foi estabelecido através da equacao
1, conforme COCHRAN (1977).

400 [(max.-min/B)/(max.+min/2)? < n = 400 [(max.-min./4)/(max.+min./2)]?

(Equagao 1)

Onde max.. teor de nitrato maximo e min.: teor de nitrato minimo
encontrado nas amostras analisadas. Para obter esses valores max. e min. foram
analisadas de 2 a 3 amostras (em triplicata) de dois lotes distintos de formula

infantil para lactentes.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Otimizacao do sistema FIA na determinacao de nitrato

A quantificagao do nitrato foi realizada utilizando sistema FIA, conforme
descrito por (ANDRADE et al., 2003). O método baseia-se na reducéo do nitrato a
nitrito em coluna de cadmio cuperizado. Em meio acido é formado um complexo
ternario (FESCNNO™ ) a partir de NO, Fe®** e SCN- (tiocianato). O complexo
absorve na regiao do visivel do espectro eletromagnético (460 nm), sendo que a
absorbéncia € proporcional a concentragdo de nitrato e nitrito. O NO é gerado em
duas etapas: (i) redugéo do nitrato a nitrito em coluna de cadmio coperizado e (ii)

reducao do nitrito a NO em meio de acido sulfurico.

5.2. Curva analitica

Nas condicbes estabelecidas em 5.1 foi construida uma curva
analitica: altura do pico (ua - unidades arbitrarias) versus concentracdo em mg L.

A curva analitica obtida esta apresentada na Figura 2.
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Figura 2. Curva analitica de nitrato.
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Apos a ativacdo da coluna com nitrato 100 mg L', foram feitos fiagramas
para cada coluna utilizando-se para isso concentragdes de nitrato de 0,50; 1,00;

1.50; 2,00; 2,50 e 3,00 mg L' 0 fiagrama do nitrato esta apresentado na Figura
3.

& =S

I L i;ij
ERRRR R 1

et I

e e e

; EEEN -
i i i i J il ii § ; L g L
AR I AR A AR VAR IC AW IV AN I I LW LY L L

L.

iy

<
P
p

£

£

{

Figura 3. Fiagrama do nitrato obtido para solugbes de referéncia.
Concentracao de nitrato (mg L'1): (a) 0,50; (b) 1,00; (c) 1,50; (d) 2,00; (e)
2,50 e (f) 3,00.

5.3. Parametros da Validagao do Método

A validacao do método visa diminuir os fatores que levam a imprecisdo ou
inexatiddao de um dado gerado e por isso tem por objetivo assegurar que 0 método
utilizado seja adequado ao que se propde quantificar ou identificar, ou seja, que
sua performance permita produzir resultados que se enquadrem as neéessidades
do problema em questao e € muito importante, pois permite que um trabalho
analitico seja realizado dentro de parametros definidos, levando a uma melhor
aceitacao dos dados gerados (CHASIN, et al.1998).
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O meétodo FIA utilizado para a determinacgao de nitrato em férmula infantil foi
validado por avaliagéo dos seguintes parametros: faixa linear, linearidade,
sensibilidade, repetibilidade, limite de detecgédo (LOD) e limite de quantificagdo ou
determinagéo (LOQ), récuperagéo em dois niveis, cujos procedimentos estdo
apresentados em e os respectivos parametros estabelecidos estido apresentados
na Tabelas 1 e 2.

Tabela 1. Parametros de validagdo do método analitico utilizado na determinacéao

de nitrato em amostras de formula infantil para lactentes.

Parametros

Faixa Linear 0.50 ~3.00 mg L’
Linearidade 0.997

Sensibilidade (unidades de absorbancia L mg™) 2268

Limite de detecgéo (mg kg™')® 0.30

Limite de quantificacdo (mg kg™)? 1.00

Repetibilidade intra-insaio (% RSD,n=10) 1.60 (1.0 mg kg™ NO3)

® massa da amostra: 5.0 g

Os valores de recuperagao média (n=3) de nitrato em amostras, para os dois
niveis de fortificacdo (1,0 mg kg™; 2,0 mg kg™), variaram no intervalo de 94 a
108%.
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Tabela 2. Porcentagem de recuperacio de nitrato nas amostras estudadas, em 2

niveis de fortificacdo da amostra (1,0 mg kg™’ e 2,0 mg kg‘_1).

Recuperagao média % (n=3)

Amostras analisadas 1,0 (mg kg™ 2,0 (mg kg™)
A1 98 96
A2 99 100
A3 98 101
A4 99 101
AS 100 98
AB 97 97
A7 103 102
A8 97 98
A9 108 102
A10 94 100
A11 102 101
A12 101 106
A13 101 101
A14 104 100
A15 99 100

Os parametros de validagao avaliados indicam que o método é adequado
para a determinacao de nitrato na matriz estudada (férmula infantil para lactentes),
além de apresentar as seguintes vantagens em relacao ao método recomendado
pela AOAC (AOAC, 1997): emprego de reagentes nao carcinogénicos, baixo
consumo de reagentes e freqiiéncia analitica maior do que o método de referéncia

(6 determinagoes h™").
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5.2. Determinacao do teor de nitrato em formula infantil para lactentes

Na Tabela 3 sao apresentados os resultados referentes as amostras de
formula infantil analisadas. As amostras de A a D se referem a formulas infantis
destinadas a criangas na. faixa etaria de 0 a 6 meses, onde de um mesmo lote
foram analisadas trés amostras (latas distintas). As amostras de E a O se referem
a féormulas para criangas de 6 a 12 meses de idade, sendo que de um mesmo lote
foram analisadas duas amostras (latas distintas). O teor de nitrato nas amostras
variou de valores menores do que o limite de quantificacdo do método (< LOQ) a
21,8 mg kg™

Para verificar a possivel presenca de nitrito nas amostras analisadas, o
extrato obtido de cada amostra também foi injetado no sistema FIA sem a
presenga da coluna de cadmio cuperizado. Nestas amostras o limite de detecgdo
(LOD) foi de 0,2 mg kg™ e o limite de quantificacdo (LOQ) foi de 0,6 mg kg™
Importante mencionar que em nenhuma das amostras analisadas foi verificada a
presenga de nitrito.

Cabe ressaltar que a legislagao brasileira nao dispde de valores especificos
de nitrato para formulas infantis, entretanto, os dados obtidos confirmam a
presenga de nitrato nessa matriz. Sendo assim, indicam a necessidade de
estabelecer legislacéo especifica para a presencga de nitrato nas férmulas infantis
para lactentes, em particular naqueles de até doze semanas de vida, para assim
poder-se realizar agdes visando o controle da presenca de nitrato nessa matriz,
visto que lactentes até o terceiro més de vida sdo particularmente susceptiveis a
formacgao de metemoglobina devido & exposi¢édo ao nitrato.

Comparando com dados relatados na literatura para leite em pé, onde o
teor de nitrato raramente é maior do que 30 mg kg™ (WALKER, 1990; DUARTE &
MIDIO, 1997), os dados obtidos neste trabalho se apresentam dentro da mesma

faixa de concentragao.
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Tabela 3. Teor de nitrato em amostras de férmula infantil para lactentes, expresso

como valor médio + a estimativa do desvio padréo absoluto (S), valores minimos e

maximos determinados e coeficiente de variacao (CV).

Formula

Lote Média (mg kg™) Valores CV (%)****
infantil* Sy (min. — max.)

A 1 55 +0,7 48-6,2 12,7
A 2 35 +£0,2 3,3-37 55
B 1 22,0 £2,0 21,0-22,0 0,9
B 2 17,0 £1,5 16,5-17,5 8,8
C 1 40 +05 3,1-438 12,5
C 2 20 +0,2 1,9-23 10,0
D 1 <LOQ

D 2 20 +01 1,9-24 5,0
E 1 < LOQ**

E 2 < LOQ

F 1 15,0 £0,5 14,9 - 15,6 3,2
F 2 15,5 £0,5 14,9 - 16,1 3,3
G 1 3,0 +£0,2 2,8-3,1 6,6
G 2 20 £0,2 1,8-2,3 10,0
H 1 <LOQ

H 2 20 £0/1 1,7-1,9 5,0
I 1 <LOQ

I 2 <LOQ

J 1 20 £01 1,8-2,2 5,0
J 2 40 £0,1 3.8-44 25
K 1 <LOQ

K 2 3,0 £01 28-3,3 3.3
L 1 13,0 £0,1 12,9-13,3 0,77
L 2 12,0 £0,1 11,7 -12,2 8,3
M 1 3,0 £0,1 29-33 3,3
M 2 3,0 £0.1 28-32 3,3
N 1 40 0,1 3,9-43 25
N 2 70 £01 70-74 1,43
O 1 <LOQ

@) 2 <LOQ

* As letras representam o tipo de produto.

**< L.OQ significa que o nivel de nitrato estava abaixo do limite de quantificacao do

método; *** (S): estimativa do desvio padrao absoluto; **** CV(%): coeficiente de

variagao.
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5.3. Estimativa da ingestao diaria de nitrato por lactentes

A Organizagao Mundial da Saude (OMS) recomenda que a melhor opgao
alimentar para criangas de 0 a 6 meses € o aleitamento materno exclusivo
(FREEMAN et al, 2000; LANDE et al., 2003;). A importancia de manter o
aleitamento materno € comprovada por estudos clinicos que demonstram que os
lactentes amamentados tém menor incidéncia de infecgbes respiratorias e do trato
digestivo, sendo o efeito protetor do leite humano mediado por anticorpos
maternos contra patégenos ambientais, bem como por outras substancias como a
lactoferrina e a lisozima (SCARIATI et al., 1997; WOLD & ADLERBERTH, 1998). E
importante ressaltar que nenhum outro alimento oferece as caracteristicas
imunoloégicas do leite materno.

Atualmente, os leites disponiveis no mercado brasileiro e utilizados para a
substituicdo ou complementacéo da dieta de lactentes, quando se faz necessaria,
sdo o leite de vaca, o leite de cabra e o de soja, bem como as formulas infantis, a
maioria delas proveniente do leite de vaca ou de soja. A op¢ao que a primeira
vista parece ser a mais pratica e econdmica € o uso do leite de vaca, integral ou
diluido em agua e com adicdo de farinhas e acucar como tentativa da fabricac&o
de formula infantil artesanal, em domicilio. Todavia, a pratica clinica e as
pesquisas atuais demonstram que a introdugéo precoce do leite de vaca nao é
uma escolha tdo vantajosa e econdmica, pelos inumeros prejuizos que irdo trazer
ao lactente, aumentando a sua morbidade e influenciando na qualidade de vida a
curto e longo prazo. Sabe-se que o leite de vaca integral ndo € indicado para
criangas menores de 12 meses por apresentar baixas concentracdes de ferro,
acido linoléico e vitaminas, bem como taxas excessivas de sédio, potassio e
proteina (FREEMAN et al., 2000). Portanto, no primeiro ano de vida deve-se evitar
o leite de vaca e recomendar o uso de férmulas infantis adaptadas para o lactente,
se nao houver a possibilidade de manter a amamentagao (KAZAL, 2002).

Assim, a melhor op¢éo sdo os leites modificados de acordo com os padroes
do Codex Alimentarius, pois permitem uma nutricdo adequada na medida em que

fornecem um alimento completo e semelhante ao leite materno (CARVALHO &
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BERNAL, 2003). Os substitutos do leite humano para os lactentes estdo,
atualmente, disponiveis em varias férmulas infantis. Os progressos deveram-se
especialmente ao melhor entendimento da composigao do leite materno, pois o
avango das férmulas foi em direc&o a sua equiparacao ao leite humano (AGGETT
et al., 2001). Assim, a segUranga e eficacia das férmulas necessitam serem bem
avaliadas.

No presente trabalho, o peso médio considerado para o lactante foi obtido
da curva de crescimento (percentil 50 %) recomendada pelo National Center for
Health Statistics (NCHS) assim como, o nimero de medidas e de mamadeiras por
dia. Os dados dos teores de nitrato na agua foram obtidos, no ano de 2004, pela
Sociedade de Abastecimento de Agua e Saneamento S/A (SANASA) e sido
referentes aos niveis de nitrato presentes na agua potavel consumida na regiéo de
Campinas, SP. Esses dados indicam que nesse ano o teor médio de nitrato
presente na agua foi de 5,0 mg L™, com valores minimo e maximo de 3,2 mglL’e

12,6 mg L, respectivamente, expressos como ion nitrato.

Na Tabela 4 sao apresentados dados de ingestdo média e maxima (pior
cenario) de nitrato por parte de lactentes com idade de até 12 meses. Assim, sédo
apresentados os niveis de nitrato ingerido por dia proveniente da férmula infantil
utilizando o valor da concentragao média (5,95 mg kg™') e maxima (21,8 mg kg™
de nitrato verificada nas amostras analisadas assim como o teor médio (5,0 mg

L") e maximo (12,6 mg L) de nitrato presente na agua potavel de Campinas, SP.
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Se somente for considerada a concentragdo de nitrato na formula infantil,
teremos uma variagdo de ingestdo de nitrato na faixa de 0,06 a 0,60 mg/kg de
peso corporeo/dia. Os valores encontrados, especificamente, nestas amostras s&o
compativeis com dados da literatura (WALKER, 1990; OLIVEIRA & GLORIA,
1993; DUARTE & MIDIO,1997) apresentando-se dentro de um limite que néo
reflete perigo a saude do lactente (WHO, 1996).

Cabe destacar, outrossim, que a legislacdo brasileira considera como
improprio para o consumo, o leite que contenha nitratos e nitritos em qualquer
concentragdo (BRASIL, 1952). Para as formulas infantis em pd para lactentes
também n3o ha especificagdo na legislagédo. Ainda, a Portaria n° 34, de 13 de
janeiro de 1998, publicada no Diario Oficial da Uni&o do Poder Executivo (BRASIL,
1998) aprova o regulamento técnico referente a alimentos de transi¢c@o para
lactentes e criangcas de primeira infancia. Por esta Portaria, o teor de nitrato
permitido para produtos desidratados, expresso em ion nitrato, € de no maximo
250 mg kg™ do produto reconstituido; para alimentos liquidos o valor € o mesmo.
Todavia, conforme a Portaria “Ndo estdo cobertos por este regulamento as
Formulas Infantis e os Alimentos Processados a Base de Cereais para
Alimentagéo Infantil” (BRASIL, 1998).

O nitrato e nitrito servem como um importante i ndicador da qualidade de
agua natural. O nitrito é rapidamente oxidado a nitrato na agua e € raramente
encontrado em agua clorada (COOPERATIVE RESEARCH CENTRE, 1996).
A concentragdo de nitrito na agua superficial € usualmente baixa, entre 0 a 18
mg L™, enquanto que a concentragdo natural em agua subterranea é somente de
alguns miligramas por litro (WHO, 1998a). O aumento do nivel de nitrato em agua
é resultante principalmente da agricultura pela aplicagéo de fertilizantes, assim
como consegliéncia de processos industriais (PUCKETT, 1995).

No Brasil, a Resolugdo n° 310, de 16 de junho de 1999, estabelece para
agua potavel os limites de 50 mg L™, calculado como nitrato (ou de 10 mg L™ de
nitrato-nitrogénio) e 0,02 mg L™, calculado como nitrito (BRASIL, 2001).

Inimeros casos de intoxicagdo seguida da ingestdo de agua de pogos

contendo altas concentracdes de nitrato tém sido relatados, 97% dos quais foram
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associados com niveis de nitrato de 45,0 a 88,6 mg de ion nitrato L™ (WHO, 1985).
Casos de metemoglobinemia tém sido observado em lactentes usando &gua
contendo nitrato, em niveis mais altos do limite maximo do contaminante (MCL) de
45 mg L7, calculado como nitrato, mas nio abaixo do limite maximo do
contaminante. KNOBELOCH, 2000; relatou casos de metemoglobi'nen-wia infanﬁl
associados com o uso de agua de pogos contaminadas usadas para diluir a
formula concentrada, as concentragdes encontradas foram de 22,9 a 27,4 rﬁg L
de nitrato-nitrogénio.

Dados obtidos pela Sociedade de Abastecimento de Agua e Saneamento
S/A (SANASA) referentes aos niveis de nitrato presentes na agua potavel
consumida na regido de Campinas, SP, indicam que no ano de 2004, o teor médio
de nitrato presente na agua foi de 5,0 mg L™, com valores minimo e maximo de

3,2 mg L' e 12,6 mg L™, respectivamente, expressos como ion nitrato.

Para criangas com idade inferior a trés meses os nitratos representam um
grande risco por serem mais susceptiveis a desenvolverem metemoglobinemia
devido a varios fatores: (1) possuem baixa acidez gastrica, o que favorece o
crescimento de bactérias capazes de reduzir nitrato a nitrito, o qual pode interagir
com a hemoglobina afetando o transporte de oxigénio levando o
metemoglobinemia; (2) apresentam deficiéncia fisioldégica transitéria da
metemoglobina redutase ou de seu co-fator NADH; (3) a ingestdo de agua é maior
que o peso relativo corporal; (4) em algumas racas, a deficiéncia congénita de
glicose-6-fosfato desidrogenase em eritrécitos pode resultar em uma deficiéncia
secundaria de Metemoglobina redutase (WHO, 1978; JAFE,1981; WALKER, 1996;
McKNIGHT et al., 1999). Além disso, no sangue de criancas dessa idade existe
uma quantidade consideravel de hemoglobina fetal (hemoglobina F) que se
transforma em metemoglobina (MetHb) mais facilmente que a hemoglobina adulta
(hemoglobina A) (FERNICOLA, 1989; WALKER, 1990; ECHANIZ et al, 2001). A
concentragdo letal de MetHb ndo € conhecida, mas foi observado que em
concentragdes superiores a 50 % podem provocar a morte (WHO, 1978;
BORONAT et al., 1982). A estimativa real da dose letal em adultos € de 20 g de
jion nitrato ou 330 mg de ion nitrato/kg peso corpéreo (LEU et al., 1986).
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A determinagao do nitrato total ingerido diariamente pelo lactente foi obtida
com os dados de consumo das mamadeiras preparadas com as férmulas infantis
ea quantidade de agua utilizada para dissolucao, e variou de 0,37 a 2,69 mg/kg
pc/dia. Cabe destacar que'os maiores valores de exposigcao foram verificados nos
lactentes com idade inferior a trés meses. Sendo assim, indicam a necessidade de
estabelecer legislacao especifica para a presénga de nitrato nas féormulas infantis
para lactentes para assim poderem ser realizadas ag¢des visando o controle da
presencga de nitratoc nessa matriz, visto que lactentes, até o terceiro més de vida,
sdo particularmente susceptiveis a formagao de metemoglobina devido a
exposicdo ao nitrato. Ainda, os dados indicam que no primeiro ano de vida, a
exposicdo ao nitrato que é veiculado pela agua utilizada no preparo da mamadeira

é 3,5 a 5,0 vezes maior do que aquela proveniente da formula infantil.

6. CONCLUSOES

O método de analise por injegac em fluxo com deteccao
espectrofotométrica para a determinacao de nitrato através do complexo ternario
FESCNNO" é adequado para o monitoramento de nitrato em férmula infantil para
lactentes. As figuras analiticas de mérito avaliadas na validagdo também se
mostraram adequadas para determinacao, além do método apresentar vantagens
como emprego de reagentes nao carcinogénicos, baixo consumo de reagentes e
freqiéncia de amostragem (30 injegdes h™h.

O teor de nitrato nas amostras analisadas variou de valores menores do
que o limite de quantificagdo do método (1,00 mg kg"') a 21,8 mg kg™, sendo que
esses niveis de nitrato presentes nas férmulas infantis analisadas, por si s6, nao
colocam em risco a saude do lactente, estando dentro de um limite aceitavel.
Verificou-se que a exposi¢ao ao nitrato pelo lactente, com idade de até 12 meses,

foi 3,3 a 5,0 vezes maior pela agua do que pela férmula infantil.
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A legislacao brasileira ndo dispde de valores especificos de nitrato para
féormulas  infantis.  Entretanto, considerando que amostras analisadas
apresentaram a presenca de nitrato, os dados obtidos poderao ser utilizados para

estabelecer legislacao especifica quanto a presenga de nitrato em féormula infantil
para lactente.
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CONCLUSOES GERAIS

O meétodo de andlise por injecdo em fluxo com deteccao
espectrofotométrica para a determinagéo de nitrato através do complexo ternario
FESCNNO" é adequado para o monitoramento de nitrato em férmula infantil para
lactentes. As figuras analiticas de mérito avaliadas na validacdo também se
mostraram adequadas para determinacao, além do método apresentar vantagens
como emprego de reagentes nao carcinogénicos, baixo consumo de reagentes e
alta frequéncia de amostragem (30 injegdes h™).

O teor de nitrato nas amostras analisadas variou de valores menores do
que o limite de quantificagdo do método (1,00 mg kg™') a 21,8 mg kg™, sendo que
esses niveis de nitrato presentes nas formulas infantis analisadas, por si s, nao
colocam em risco a saude do lactente, estando dentro de um limite aceitavel.
Verificou-se que a exposi¢do ao nitrato pelo lactente, com idade de até 12 meses,
foi 3,3 a 5,0 vezes maior pela agua do que pela férmula infantil.

Cabe ressaltar que se elevados teores de nitrato forem encontrados em
agua ou formula infantil, utilizado no preparo da mamadeira, esta sera a principal
fonte de exposicao do lactente ao nitrato colocando em risco sua saude. Portanto
a legislacdo deveria estabelecer valores de IDA especificos para lactentes onde
possam ser utilizados como referéncia para a Vigilancia Sanitaria assegurando
protecado a saude dos lactentes.

A legislacdo brasileira ndo dispbe de valores especificos de nitrato para
formulas  infantis. Entretanto, considerando que amostras analisadas
apresentaram a presenca de nitrato, os dados obtidos poderéo ser utilizados para
estabelecer legislacdo especifica quanto a presenga de nitrato em formula infantil

para lactente.
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