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APRESENTAGCAO

A economia mundial provoca com frequéncia grandes mudangas nos setores produtivos de
alimentos. Desta forma, desafios diarios sio impostos para que o processamento de alimentos contemple
as exigencias dos consumidores e legislagao vigente. Assim, conhecer alguns pontos que podem interferir
ou contribuir para a produgao de alimentos é de extrema importancia.

Neste sentido, o segundo volume do e-book Topicos em Ciéncia dos Alimentos aborda pontos
importantes para producao de alimentos como: ocorréncia de contaminantes em bebidas, determinagao
de metabdlitos secundarios de plantas e bioacessibilidade de compostos. Além disso, relata algumas
alternativas que contribuem para o aumento da producio de alimentos (e.g. aditivos e melhoramento
genético).

O conteddo abordado demonstra a multidisciplinaridade da area de Ciéncia dos Alimentos sobre
diferentes aspectos e realidades, de modo a suprir a escassez de material na literatura sobre os assuntos
muitas vezes desconhecidos. Além disso, contribui para o acesso ao conhecimento em uma linguagem
contextualizada e de facil compreensao aos leitores. Assim, espero que os temas sejam de grande proveito
e oferecam subsidios teérico-metodolégicos para profissionais da area de Ciéncia dos Alimentos e areas

afins.

O organizador



SUMARIO

Apresentagio
Capitulo I

Micotoxinas em cervejas: ocorréncia e risco de exposi¢ao para populagao brasileira
Capitulo I1

Determinac¢ao de compostos fendlicos em frutas e tendéncias na avaliacao dos seus teores
bioacessiveis: Uma revisao

Capitulo III
A importancia do melhoramento genético de tilapia na producao de alimentos
Capitulo IV

A dinamica do residuo de ractopamina na produgao de suinos: farinha de carne e ossos, tecidos e
urina

Capitulo V
Mitiga¢ao de contaminantes em alimentos

Indice Remissivo

20

20
41
41
55

55
71
71
81



TOPICOS EM CIENCIAS DOS ALIMENTOS - VOLUME II

Capitulo IV

A dinamica do residuo de ractopamina na producgio de
suinos: farinha de carne e ossos, tecidos e urina
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INTRODUCAO

A demanda por proteinas de origem animal para o consumo humano esta aumentando
globalmente a uma taxa sem precedentes devido ao aumento populacional, e em alguns paises, em virtude
do aumento do poder aquisitivo dos consumidores. Além disso, os alimentos considerados saudaveis estao
na preferéncia da maioria dos consumidores. No que se refere a carne, o nutriente que vem sendo
considerado como um vilao desta categoria, sao os lipidios. Portanto, melhorias na saide animal, genética
e tecnologias nutricionais, especialmente como a utilizagdo de agonistas 3-adrenérgicos em dietas, tém se
tornado importante para auxiliar o sistema produtivo a atender a essa crescente e seletiva demanda de
carne com baixo conteudo de gordura (Almeida et al.,, 2012). O cloridrato de ractopamina (RAC) ¢
convencionalmente usado na producao de suinos e bovinos de corte (com excecao do Brasil), sendo um
aditivo capaz de redirecionar os nutrientes, atuando como um agente repartidor de energia, resultando em
uma maior produc¢ao de tecidos musculares e uma redugdao no teor de gordura da carne (Almeida et al,,
2012; Ferreira et al., 2013; Nifio et al., 2017).

A RAC também é convencionalmente utilizada na produgdo de suinos por melhorar a eficiéncia
alimentar (Hagenmaier et al., 2017), ou seja, é necessaria a utilizacio de uma menor quantidade de ragao
para produzir 1 kg de carne. Considerando que a racao contribui por volta de 80% do custo de produgao
de suinos, tecnologias que propiciam a sua diminui¢ao tem sido cada vez mais procuradas, e tendo um

papel relevante na cadeia de produgdo. Além disso, por ser necessario menor quantidade de alimento para

12467 Embrapa Suinos e Aves, BR 153, km 110, 89715-899 Concétdia/SC, Brasil.

35 Universidade de Sdo Paulo, Escola Supetior de Agticultura “Luiz de Queiroz”, Cx. Postal 9, 13418-900 Piracicaba/SP, Brasil.
8 AgroProx Ltda, Av. Limeira, Areiao, 13414-018, Piracicaba/SP, Brasil.
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contribuir com o ganho de peso animal, isso faz com que a demanda por rac¢ao, agua, mao de obra, tempo
e geracao de dejetos diminuam.

De acordo com Ross et al. (2011), a RAC traz outros beneficios ambientais, como a reducao da
pegada de carbono. Seu estudo demonstrou que a suplementa¢ao com RAC contribuiu para que a excre¢ao
de nitrogénio reduzisse em 5%, quando comparado ao grupo controle. Do mesmo modo, houve um
aumento na deposicio de proteina de 162 g/dia para 185 g/dia, enquanto a deposicio de gordura diminuiu
de 620 g/dia para 462 g/dia. Além disso, ao utilizar 10 mg/kg de RAC na ra¢io, a ingestao diaria de dgua
foi reduzida em 1 LL e a excre¢ao em 0,7 L, o que significa redugao dos requerimentos de agua para suinos
na fase de terminagao. Devido a seus beneficios, segundo Cromwell (2009), o uso de RAC foi classificado
no século passado como a 13" tecnologia de maior sucesso na nutri¢ao suina.

Através de simula¢oes técnico-econdémicas da inclusao de RAC em dietas de suinos em terminacao,
Brumatti e Kiefer (2010) ao avaliarem o sistema de receita por bonificacao e por peso vivo utilizando de
0 a 20 mg/kg de RAC na ragao, observaram que o lucro maximo (diferencial de até R$ 11,15/ cabeca) foi
obtido com a inclusao de 12 mg/kg de RAC, enquanto o menor lucro, sem adicao de RAC, foi de R$
43,01/ cabeca.

Analisando a dieta dos suinos, os grios de cereais e o farelo de soja respondem por
aproximadamente 70% dos ingredientes da racdo na maioria dos paises (Favero et al., 2003). As oscilagdes
no custo da soja tém incentivado produtores e inddstrias a substituir parcialmente essa fonte de proteina
por farinha de carne e ossos (FCO). Esses subprodutos sio produzidos em usinas de processamento ou
fabrica de farinhas a precos competitivos e, sua utilizagdo minimiza os impactos ambientais ao oferecer
um destino correto (reciclagem) a estes residuos gerados nos frigorificos.

A FCO ¢ considerada um importante subproduto da cadeia de suinos e aves, sendo composta por
majoritariamente 6rgaos dos animais abatidos, possuindo um grande valor nutricional. Devido ao seu
conteudo de aminoacidos, minerais (calcio e fésforo) e vitamina B, (Jayathilakan et al., 2012; NRC, 2012),
a FCO ¢ utilizada para compor dietas como fonte proteica em substitui¢ao parcial a farinha de soja, sendo
superior aos ingredientes vegetais. Este emprego da FCO diminui o custo de produgdo animal e aumenta
a competitividade do Brasil frente aos demais paises produtores de carne. Além disso, a FCO é consumida
por diferentes espécies animais (suinos, aves, cavalos, peixes e animais domésticos) em diversos paises
(Johnson et al., 2011), os quais possuem sua forma particular de produciao desta farinha. De acordo com
Li et al. (2018), a FCO proveniente de suinos é muito utilizada nos Estados Unidos. Karakas et al. (2001)
também relataram a importancia desta farinha na alimentagao de monogastricos, como as aves e os suinos.

No entanto, a FCO obtida a partir do abate de suinos pode conter concentragoes indesejaveis de
residuo de RAC. Considerando que aproximadamente 20% dos suinos (partes nao aproveitadas pelos

frigorificos) sao direcionados para a produ¢ao de FCO, informagSes sobre a quantidade de residuos de
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RAC presentes nestas farinhas podem se tornar motivo de preocupacao, uma vez que Nao se tem o
controle sobre os residuos de RAC presentes nos mesmos. Desta forma, ao se utilizar a FCO como
ingrediente na dieta dos suinos, tem-se o risco de a mesma conter residuos de RAC, e assim, no balango
total da dieta do animal, a dosagem de RAC pode ultrapassar o limite maximo permitido por normativas
nacionais e internacionais.

Mas por que existe essa preocupagao em relacgio a RAC? Apesar dos beneficios citados
previamente, existem estudos que indicam que a RAC tem implica¢des toxicoldgicas e farmacoldgicas, e
port isso, a Unidao Europeia (EU), China e Russia, paises com forte atuagao na comercializagao de carnes e
produtos carneos, proibiram seu uso como aditivo na racio animal e impuseram programas de
rastreabilidade a fim de obter maior controle sobre o produto final e 0 mercado. Dependendo da espécie
animal, em geral, o uso da RAC ¢ permitido em paises como Estados Unidos, Canad4, México e Coréia
do Sul, enquanto é banido ou restringido em 160 paises (Pacelle, 2014; Valese et al., 2016; Liu et al., 2020).

Em paises que permitem sua utilizagdo, a mesma ¢ regulamentada. No Brasil, a RAC pode ser
adicionada a racao de suinos apenas na fase de terminacao (Altimos 28 dias antes do abate) na concentragao
de 5 a 20 mg/kg para melhorar a eficiéncia alimentar (Ungemach, 2004; Brasil, 2015). Os niveis e a
presenca de residuos de medicamentos veterinarios em alimentos de origem animal sao legislados em
diferentes paises e a maioria deles segue as diretrizes do Codex Alimentarins. Com relacio a RAC, uma
ingestao diaria aceitavel (ADI) de 0-1 g/kg de peso corporal foi estabelecida e o limite maximo de residuos
(LMR) foi recomendado (JECFA, 2014). Para tecidos de bovinos e suinos (90 pug/kg em rim; 40 pg/kg
em figado; e 10 pg/kg em musculo e gordura), porém, o Brasil ndo autoriza seu uso em bovinos.

Como a UE e a China respondem por volta de 70% da produgao mundial de suinos e tém politica
de tolerancia zero para residuos de RAC (Alemanno e Capodieci, 2012; ABPA 2020), esta politica vém
afetando as exportagdes brasileiras de carne e produtos carneos. Esta divisao legalizada de acordo com as
normas de cada paifs ou blocos, tem colocado a RAC como um potencial objeto de disputas comerciais.
De acordo com Alemanno e Capodieci (2012), a RAC deve se tornar nao apenas uma fonte de
preocupagdo publica, mas também o gatilho de uma disputa comercial transatlantica sem fim.
Recentemente, o mercado canadense de exportagao de carne suina sofreu proibi¢cdes da Russia, e a
exportacao de carne suina do pafs foi prejudicada devido aos residuos de RAC, resultando em perda de
receita de cerca de US$ 260 milhdes, conforme relatado por Sullivan (2013).

Existem produtos e/ou estratégias alimentares possiveis de serem aplicadas na alimentagao de
suinos que produzem alguns resultados como os promovidos pelo fornecimento de RAC em suas dietas.
Porém, nao existe nenhuma informacao na literatura nacional e internacional de um substituto com as
mesmas caracteristicas da RAC, principalmente, no que diz respeito em manter a mesma eficiéncia de

utilizagdo da proteina na dieta para o crescimento muscular.
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Desta forma, o objetivo deste capitulo ¢ abordar a dinamica do residuo de RAC na produgao de
suinos, contemplando desde a analise de estudos de residuos de RAC em FCO usada na ragao, por meio
da varredura realizada em industrias, até residuos de RAC em tecidos (lombo, figado, rim e pulmio) e
urina de leitoas tratadas com ra¢ao contendo quantidade conhecida de RAC, que obtiveram um percentual

crescente de FCO na composi¢ao da racio, conforme esquematizado na Figura 1, e suas implicagdes

perante as legislagoes vigentes.

JECFA (2014).

Figura 1. A dinamica do residuo de ractopamina na produgiao de suinos. Fonte: Os autores, com design
grafico de Vivian Fracasso.

MATERIAL E METODOS

Procedimentos de extracio de RAC em farinha de carne e ossos, tecidos e urina

a) Farinha de Carne e Ossos: As amostras de FCO foram homogeneizadas e pesadas (5,00 £
0,05 g) em tubos de polipropileno de 50 mL e 5 mg de protease, 15 mL de tampao Tris (1 M, pH 9.5) e
10 pg/kg de padrao interno (PI) isoxsuprina foram adicionados. A mistura foi agitada em vértex por 1
min e digerida overnight a 60 °C. Apods resfriamento a temperatura ambiente, foram adicionados 3 mL de
tampao acetato de amonio (2 M, pH 5,2) e o pH ajustado para 4,5 — 5,0 com HCI 4 M. Apés, 100 pL. de
B-glucuronidase (~100.000 unidades/mL) foram usados para hidrolisar os conjugados da RAC e liberar

|58



TOPICOS EM CIENCIAS DOS ALIMENTOS - VOLUME II

RAC livre em banho maria (2 h a 65 °C). Ap6s resfriamento, as amostras foram ajustadas para pH 12 com
NaOH 10 M. A extracao e clean-up por QuEChERS iniciou pela adi¢ao de 10 mL de acetonitrila seguido
de agitacio em vortex por 1 min. Ap6s, os sais de QuEChERS (4,0 g de MgSO,, 1,0 g of NaCl, 1,0 g de
citrato de sodio tribasico diidratado e 0,5 g de citrato de sédio dibasico sesquiidratado) foram adicionados
aos tubos, seguido de agitacao (1 min) e centrifugacao (1.780 g, 10 min). Uma aliquota de 6 mL do
sobrenadante foi transferido para um tubo de centrifugacao de 15 mL contendo uma mistura de 900 mg
of MgSO,, 150 mg de PSA e 150 mg of C18E (dSPE) para realizacio do clean-up da amostra. Esta mistura
foi agitada por 1 min e centrifugada a 1.780 g por 10 min. O sobrenadante (1 mL) foi transferido para vza/
pata posterior andlise por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS),
segundo Gressler et al. (2010).

b) Tecidos (lombo, figado, rim e pulmao): Para as amostras de tecidos, o procedimento de
extragao utilizado foi baseado no aplicado para FCO, tendo como tnica diferenca a quantidade adicionada
de tampao Tris (1 M, pH 9.5), que foi de 5 mL (Gressler et al., 2018; Feddern et al., 2018).

c) Urina: As amostras de urina (5 ml) foram homogeneizadas e transferidas pata tubo de
polipropileno de 50 mL e o PI (isoxsuprina) adicionado (10 pg/L) e o pH ajustado para 4,5 — 5,0 com HCI
4 M. Ap6s, 75 pL. de B-glucuronidase (~100.000 unidades/ml.) foram usados para hidrélise da RAC em
banho maria (2 h, 65 °C). Apos resfriamento, as amostras foram ajustadas para pH 7,0 com NaOH 1 M.
Para a etapa de extracdao em fase sélida (SPE) os cartuchos foram ativados com 1 mL de metanol, seguido
de 1 mL de agua Milli-Q e 1 ml. de tampao acetato de amonio (25 mM, pH 6,7). As amostras de urina
foram adicionadas ao cartucho seguido de lavagem do cartucho com 1,0 ml de acetonitrila (1% acido
acético), 1 mL de tampao acetato de amonio (50 mL, pH 6,7) e 1 mL de 60% de acetonitrila em agua, e
aplicagdo de vacuo por 2 min. A eluicio da RAC do cartucho foi realizada com 3 mI. de metanol contendo
10% de 4acido acético. Apds as amostras foram evaporadas em nitrogénio gasoso a
55 °C até secura. As amostras foram ressuspendidas em 500 uL. de metanol e 500 pLL de agua para posterior

andlise por LC-MS/MS (Gtessler et al., 2018).

Andlise de RAC por LC-MS/MS

Para a separagdo cromatografica, foi utilizado o cromatoégrafo liquido Thermo Survayor Plus
equipado com desgaseificador. A separagao cromatografica foi realizada com a coluna Kinetex C18 100A
(10 mm x 4,6 mm, 5 um, Phenomenex) com coluna guarda C18 (Phenomenex). Os solventes de elui¢ao
utilizados foram (A) metanol com 0,1% de acido férmico e (B) agua com 0,1% de acido férmico com
fluxo de 1 mL/min e bombeados para a coluna conforme programa descrito na Tabela 1. A temperatura

da coluna foi mantida a 30 °C e o volume de injecao foi de 10 pL.
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Tabela 1. Gradiente de eluicdo da fase mével. Fonte: Os autores.

Tempo (min) Fase movel A (%) Fase moével B (%)
0,0 15 85
0,5 15 85
3,0 100 0
7,0 100 0
7,5 15 85
10,0 15 85
0,0 15 85

Para detec¢ao dos analitos, o espectrometro de massas triplo quadrupolo Quantum Access Max
(Thermo Scientific) foi utilizado, com ionizacao por electrospray (ESI) no modo positivo e monitorado
por MRM (multiple reaction monitoring). Os fons de identificacio monitorados foram m/z 302,2 > 284,2
(9 eV), m/z 302,2 > 164,2 (12 eV) e m/z 302,2 > 107,2 (30 eV) para RAC (sendo o fon m/z 164,2 o
selecionado também para quantificacdo) e os fons m/z 302,1 > 284,1 (9 V) e m/z 302,1 > 150,1 (21 eV)
para isoxsuptina (com o fon m/z 150,1 também selecionado para quantificagdo). Gas nitrogénio foi
utilizado como bainha de gas e gas auxiliar a pressoes de 45 e 20 psi, respectivamente. A voltagem do spray
aplicada foi de 4,5 kV e as temperaturas de vaporizacio e¢ do capilar foram de 300 e 305 °C,
respectivamente. O gas de colisdo utilizado foi argonio a 1,7 m Torr.

Devido a complexidade das matrizes, as curvas de calibracdo foram realizadas em suas respectivas
amostras branco. As curvas de calibracao para RAC foram construidas em concentragoes de 0 a 250 pg/kg
para FCO e tecidos e de 0 a 75 pg/L para urina. As amostras foram fortificadas com quantidades
apropriadas de padrao de RAC e adicionadas quantidades de 10 pg/kg (ou 10 pg/L, para urina) de
isoxsuprina (PI). As curvas de calibragdo plotadas foram a razio entre a area do pico de RAC/area do pico
do PI versus concentracgio de RAC. O critério de aceitacdo foi o coeficiente de determinacio (R?) maior
que 0,98. Limite de detecgao (LD) e limite de quantificagao (LLQQ) foram determinados através da razao
sinal-ruido de maior que 3 para o LD e maior que 10 para LQ. Para FCO obteve-se um LD de 1,91 pg/kg
e um LQ de 6,36 pg/kg. Para figado, rim e pulmio, os LD e LQ encontrados foram de 0,5 e 2,5 pug/kg,
respectivamente. Para lombo, obteve-se um LD de 0,15 pg/kg e um LQ de 0,5 pg/kg. Ja para a urina, o
LD encontrado foi de 0,5 pg/L e o LQ de 1,5 pg/L.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Parte 1) Resultados nas farinhas de carne e 0ssos

No Oeste Catarinense, regiao com alta relevancia de produgao de FCO oriundas de suinos, foi
realizado um estudo publicado por Feddern et al. (2017), onde foram quantificados residuos de RAC em
diferentes fabricas de produc¢ao destes subprodutos, totalizando 27 amostras. Os resultados desse estudo
mostraram que todas as amostras de FCO analisadas apresentaram residuos de RAC, conforme observado
na Figura 2, porém a concentragio variou de 3,87 a 81,25 ug/kg. Estima-se também que a concentragio
de residuos de RAC em FCO pode ser ainda superior ao encontrado, devido a variagao da composi¢ao da
matéria-prima.

Encontrar residuos de RAC em FCO era esperado, visto que a RAC possui estrutura quimica
relativamente estavel, inclusive termicamente, portanto ela ndo se degrada completamente nos processos
de cozimento utilizados na fabricacao de FCO. A confirmagao da presenca de RAC em FCO instigou a
investigagao z vivo a fim de avaliar se esta quantidade de RAC seria passivel de ser transferida a algum
tecido dos suinos apds consumo de racao contendo FCO “contaminada” com RAC. Como o Brasil
exporta para diferentes mercados, é imperativo a garantia da elegibilidade de seus produtos frente aos
paises importadores de acordo com a legislagao vigente no que concerne ao uso deste aditivo que é o mais

utilizado na cadeia suinicola na atualidade.
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Figura 2. Resultados do monitoramento de 27 amostras quanto aos residuos de RAC em FCO. Fonte:
Feddern et al. (2017).

Parte 2) Resultados da varredura de RAC em lombos de suinos

O monitoramento de residuos de RAC em lombo (longissimus dorsi) faz parte do Plano Nacional de

Controle de Residuos e Contaminantes (PNCRC) do Governo Federal brasileiro, porém poucas amostras
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sao coletadas anualmente para este fim. O Sul do Brasil é o maior produtor de carne suina e desta forma,
uma avaliagao de residuos de RAC em lombo foi realizada através da coleta aleatéria de 48 amostras
proveniente de agroindustrias no Norte do Rio Grande do Sul e Oeste de Santa Catarina. A Figura 3
mostra os resultados de residuos de RAC nos lombos coletados. A concentracdo mais alta verificada foi
de 7,86 pg/kg. Dentre as amostras analisadas, 10 apresentaram valores abaixo do LD; portanto, a Figura
3 mostra apenas os 38 resultados quantificaveis. Considerando que o Brasil segue a legislacao do Codex
Alimentarins que adota limites maximos de residuos (LMR) de 10 pg/kg para esta matriz, como todas as
amostras de lombo analisadas apresentaram resultados abaixo deste limite, as mesmas estao de acordo

com a legislacao e podem ser consideradas seguras para consumo humano.

il
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Figura 3. Concentracio de RAC em lombos suinos de vérias agroindustrias. LD = 0,5 pg/kg. Fonte:
Adaptado de Gressler et al. (2018), com design grafico de Marina Schmitt.

Parte 3) Resultados da varredura de RAC em tecidos de suinos

Da mesma forma que em lombos, amostras de rins, figados e pulmdes de suinos (n = 17, cada)
coletados aleatoriamente de agroindustrias foram analisadas a fim de se conhecer o perfil de residuos de
RAC. A Figura 4 a, b, c mostra a concentragao média de residuos de RAC encontrados, respectivamente,

em rins, figados e pulmades.
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Figura 4. Concentracdes de RAC em rins (a), figados (b) e pulmoes (c). LD = 0,5 pg/kg para rins e figados
e 1,0 pg/kg para pulmio; LQ = 2,5 ng/kg para todos os tecidos. Fonte: Os autores.
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Conforme pode set observado, os valotres pg/kg + DP (Desvio Padrio) variaram de 2,9 = 0,2 a
92 * 2 para rins, 0,9 + 0,1 a 22,5 *+ 0,1 para figados e para pulmdes de <LQ a 1.003 * 45. Em relagao a
estes, os resultados encontrados para rins e figados estao dentro dos limites estabelecidos pela legislacao
nacional e internacional, que preconiza LMR de RAC de 90 e 40 pg/kg, respectivamente. Contudo,
observa-se que uma das amostras de rim teve resultado no limite maximo permitido, porém ao se
considerar seu DP, 2 mesma fica dentro do LMR.

Comparando estes tecidos, os pulmoes foram aqueles que apresentaram as maiores concentragoes
de RAC. Apesar desta alta concentragao, nao ha restricdes estabelecidas pelo Codex Alimentarius quanto ao
LMR desse aditivo para os pulmoes. Contudo, estudos sdo necessarios para auxiliar 6rgaos
regulamentadores a estipularem o LMR nos pulmdes, uma vez que os mesmos sao comercializados, por
exemplo, na China (Oh e See, 2012), podendo ser prejudiciais aos consumidores se residuos de RAC
estiverem presentes em altas concentracdes. Segundo Alemanno e Capodieci (2012), pafses como China
e Taiwan com tolerancia zero em rela¢do a residuos de RAC em produtos carneos, consomem mais 60rgaos
internos do que os consumidores americanos e europeus.

Dong et al. (2011) analisaram uma maior vatiedade de tecidos, e ao adicionarem 20 mg/kg de RAC
na racao de suinos por 30 dias consecutivos observaram que as maiores concentragdes foram encontradas
em 0,5 dias de retirada, na seguinte ordem descendente: pulmao (599 ug/kg) > rim (144,4 pg/ke) >
intestino delgado (76,0 pg/kg) > intestino grosso (61,1 ng/kg) > figado (50,6 ng/kg) > estomago (49,6
ug/kg) > coracio (15,6 pug/kg) > musculo (7,8 pg/kg). No entanto, aos 5 dias de periodo de retirada,
todos os niveis cairam para valores dentro da legislagdo, e portanto os autores recomendaram que fosse
estabelecido 5 dias de periodo de retirada da RAC antes do abate. Neste estudo, realizado na China, foram
encontradas concentragGes bastante altas comparadas com os limites existentes para outras matrizes, com
destaque para os pulmoes, que devido a falta de legislacdo, apresenta risco, conforme comentado.

Esta alta quantificagao de RAC encontrada nos pulmdes pode ser devido ao alto nimero de
receptores 3-agonistas presentes nestes 6rgaos (Antignac et al., 2002), o que contribui para a maior
deposicao de RAC devido 2 interacio molécula/receptor. Além disso, o comportamento do suino que usa
o focinho para explorar o ambiente, procurando, cheirando, mastigando, pode ter possibilitado a inalagao
de particulas de RAC da ragao (Vaarst et al., 2004). O pulmio, em especifico, tem sido um dos 6érgaos

foco de interesse quando se deseja analisar a presencga ou auséncia de RAC como forma de monitoramento.

Parte 4) Resultados em tecidos e urina de leitoas alimentadas com FCO contendo RAC

Apesar dos resultados mostrarem que os lombos, figado e rins de suinos obtiveram resultados de

residuo de RAC dentro do permitido pela legislagao vigente (parte 2 e 3), a comprovagao de que a
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alimentagao oferecida a estes animais possufa ou nao FCO em sua composi¢ao é um desafio. Além disso,
as altas concentra¢oes de RAC em pulmio (tecido comumente destinado a fabricagao de FCO) levou a
pesquisas avaliando a presenca de residuos de RAC em tecidos (lombo, figado, rins e pulmdes) e de urina
de leitoas apos serem alimentadas com racdo contendo diferentes percentuais de FCO com residuo
conhecido de RAC.

Experimento fornecendo 4 diferentes niveis de inclusao (0, 7, 14 e 21%) de FCO (contendo 53,5
ug/kg de RAC) na dieta de 40 leitoas por 112 dias (dos 63 aos 175 dias), em que a FCO substituiu o
percentual de farelo de soja, foi realizado por Aroeira et al. (2019). As amostras de lombo, figado, rim e
pulmdes de cada animal foram coletados na linha de abate e analisadas quanto a concentracao residual de
RAC. Os resultados mostraram concentracoes abaixo do LQ do método utilizado (LQ de 0,5, 2,5, 2,5 ¢
2,5 pg/kg para lombo, figado, rim e pulmio, respectivamente). Portanto, a inclusio de FCO na dieta,
mesmo sendo administrada por um periodo mais longo, nao acarretou em uma deposi¢ao significativa de
RAC nos tecidos avaliados.

Neste estudo, também foi avaliada a concentracio de RAC na urina destas leitoas ao longo do

experimento (dias 0, 28, 56, 84 ¢ 112) e os resultados estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Residuos de ractopamina (pg/1)* em urina de leitoas alimentadas com concentragoes crescentes
de FCO na racido. Fonte: Os autores.

Tratamento
Dia de coleta

0% FCO 7% FCO 14% FCO 21% FCO

0 <LQ <LQ <LQ <LQ
28 <LQ 0,75 = 0,05 0,83 = 0,04 1,35 £0,08
56 <LQ <LQ 0,54 = 0,11 0,58 = 0,06
84 <LQ <LQ <LQ 0,62 = 0,08

112 <LQ <LQ <LQ <LQ

* Valores sdo médias £ DP de trés repeticdes. LQ = limite de quantificacio = 0,5 pg/L; FCO = farinha de carne e ossos,
adicionada a dieta de leitoas.

Conforme mostram os resultados da Tabela 2, foi detectado no maximo 1,35 pg/I. de RAC na
urina de leitoas no tratamento com maior nivel de inclusao de FCO (21%), concentragdo residual esta
considerada baixa, comparada com a literatura (Qiang et al., 2007; Thompson et al., 2008). Nifio et al.
(2017) afirmaram que se concentracoes menores que 1 pug/L sdo detectadas na urina, a probabilidade é de
que no lombo deste animal ndo seja quantificado residuos de RAC.

E importante ressaltar que no estudo de Aroeira et al. (2019), a RAC foi veiculada exclusivamente

via FCO durante as fases de criacao dos suinos desde a 9* semana até o dia do abate (63 + 112 dias), e nao
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via adi¢ao do produto comercial a ra¢dao, nos 28 dias que antecedem o abate, possibilitando, com isso, que
houvesse maior tempo de deposicao de residuos do que em outros trabalhos relatados na literatura como
o de Qiang et al. (2007).

Neste experimento, a FCO foi um subproduto proveniente da produgao de suinos que receberam
o nivel maximo de 20 mg/kg de RAC, conforme preconizado pela legislacio brasileira. A utilizacio de
uma quantidade de 53,5 pg/kg de RAC na FCO para este experimento, foi devido ao valor médio
encontrado das FCO que sao comercializadas, e em nivel experimental houve uma substituicao de até 21%
de FCO na ragao animal, a fim de analisar a utilizagdo de uma alta concentracio de FCO para simular o
que tem sido praticado rotineiramente na produgao de suinos, e verificar se a RAC se acumula nos tecidos
e urina por ser fornecida em maiores quantidades, por um maior tempo. Assim, de acordo com os
resultados observados na Tabela 2, embora a varredura de 27 amostras de farinhas coletadas em diferentes
industrias (Figura 2) tenha mostrado uma grande vatiacdo de RAC, concentracoes em torno de 50 ng/kg
de RAC sao comumente encontradas em FCO (Gressler et al., 2016; Feddern et al., 2017), o que torna
seguro a utilizacao deste subproduto na alimentacao animal quanto aos residuos de RAC para mercados
nao restritivos, ou seja, onde a RAC é permitida.

Ainda no experimento realizado por Aroeira et al. (2019), foi calculada uma estimativa do consumo
de RAC por cada animal comparando-se o consumo via FCO contendo RAC (53,5 pg/kg), com inclusao
de 7, 14 e 21% e consumo de RAC via comercial (forma sintética), a qual é adicionada na racao em dose
que legalmente pode variar de 5 a 20 mg/kg (Esquema 1). Conforme observado, mesmo na maior inclusio
de FCO na dieta (21%), ao longo da vida do animal, hd um consumo estimado total de 1,61 mg/kg de
RAC, valor muito abaixo do que aquele estimado pelo consumo da RAC comercial. Apesar de parecer alto
o valor estimado de 1330,34 mg/kg de RAC ¢ importante salientar que ¢ considerado seguro, uma vez que
varios estudos ja asseguram este nivel de dosagem na fase de terminacao (20 mg/kg). Conforme
comentado, e observado nos experimentos aqui destacados, a RAC nio se acumula ao longo da vida do
animal, sendo metabolizada e eliminada, com isso, nao ha risco de deposi¢io acentuada em tecidos

comestiveis, uma vez que as dosagens recomendadas sejam respeitadas.
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@) 7% FCO 14% FCO 21% FCO
(0,54 mg/kg) (1,07 mg/kg) (1,61 mg/kg)
RAC —
®) 5 - 20 mg/kg RAC

(332,61 — 1.330,34 mg/kg)

(A) na FCO adicionada a racdo das fases de crescimento e terminacio

(B) na racdo (Ultimos 28 dias antes do abate)

Esquema 1. Consumo estimado de RAC por animal analisado via FCO (com inclusao de 7, 14 ¢ 21%)
contendo RAC, e via o fornecimento de RAC de uso comercial. Fonte: Adaptado de Aroeira et al. (2019).

CONCLUSOES

O uso da RAC na alimentacao de suinos e bovinos como repartidor de energia ¢ motivo de
controvérsias e imposicao de barreiras comerciais no mundo. O Brasil, sendo um dos principais
produtores de carne suina, atende demandas tanto para os mercados restritivos quanto para os nao
restritivos, portanto necessita de um controle aprimorado de sua utilizagao.

Desta forma, o desenvolvimento de métodos eficientes de deteccao de RAC em diferentes
matérias-primas, bem como sua aplicabilidade para diferentes amostras é de extrema relevancia para fins
de controle oficial na verificagdo da conformidade com os limites regulatérios. Além disso, este controle
¢ imprescindivel dentro das empresas, que buscam ingredientes livres desse aditivo e precisam garantir
suas exportagdes para mercados que restringem o uso de RAC. Assim, a existéncia de metodologias de
analises sensiveis, precisas, rapidas e simples, como as demonstradas neste capitulo, por QuEChERS-LC-
MS/MS e SPE-LC-MS/MS, facilitam a fiscalizacdo por parte dos 6rgios oficiais desse residuo na producio
de suinos e na saide humana.

Considerando que, em se tratando de RAC, existem apenas LMR estabelecidos para
musculo/gordura, figado e rim, e que concentracoes consideravelmente mais altas foram encontradas em
pulmdes, é de se questionar a necessidade de definicdo de um LMR para esta matriz, visto que, uma vez
detectado RAC nos pulmdes, tem-se um forte indicio de que aquela granja/sistema utilizou este aditivo
na ragao ou que houve uma contaminagao cruzada, e desta forma, nao se deve direcionar os produtos
carneos contendo qualquer trago de RAC para mercados restritivos, evitando assim, embargos e
constrangimentos internacionais.

Por outro lado, os estudos utilizando FCO contendo residuos de RAC (53,5 pg/kg) na alimentaciao
de suinos (até 21%) mostrou nao ser um fator de risco para a produgdo de carnes destinados a mercados

nao restritivos, pois as amostras de lombo, figado rim e pulmio destes animais ndo apresentaram
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concentragoes quantificaveis de RAC. Nesse sentido, esses tecidos podem ser considerados seguros para
os consumidores. Além disso, poucos tesiduos foram eliminados pela urina (maximo 1,35 pg/L). Com
estes resultados, a FCO, que ¢ um subproduto de alto valor nutricional e baixo custo, passa a apresentar
mais um fator favoravel para sua utilizacao, tornando-se viavel e atrativa para a producao de suinos. No
entanto, para mercados que nao aceitam o uso de RAC, essas farinhas nao devem ser adicionadas a dieta,

pois um controle extremamente rigoroso deve ocorrer para atender aos parametros solicitados.
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