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RESUMO
Salsicha e mortadela sédo produtos carneos embutidos muito consumidos pelos
brasileiros. Muitos compostos usados na producédo de carnes industrializadas
visam melhorar o sabor, a cor e a aparéncia do produto, e também estender
sua vida de prateleira. O emprego de nitrato e nitrito tem a funcdo de conferir
cor rosea e sabor tipico aos produtos curados, inibir o crescimento de
Clostridium botulinum e prevenir o aparecimento do sabor “requentado” e da
rancidez das carnes. O sorbato tem acgdo efetiva contra microorganismos em
carnes, principalmente em combinac¢do com nitrito. O objetivo deste trabalho foi
avaliar os niveis de nitrato, nitrito e sorbato em salsicha e mortadela de marcas
comerciais brasileiras. Foi avaliada salsicha hot dog, mortadela suina e de aves
de vérias marcas e lotes, correspondentes a diferentes prazos de validade,
todas adquiridas em supermercados de Araraquara, SP. A salsicha e mortadela
foram submetidas a extracdo com agua para determinar nitrito e nitrato, e com
etanol para sorbato. A espectroscopia do UV/Vis foi usada para determinar
sorbato e nitrito, no caso do nitrito, apds reacdo com sulfanilamida e reagente
NED, e o nitrato foi determinado por eletroforese capilar. Os teores de nitrito
variaram de 0,17 a 1,80 mg/100g na salsicha, e de 0,73 a 2,04 mg/100g na
mortadela, e os de nitrato de 3,16 a 18,9 mg/100g na salsicha, e de 2,93 a 7,05
mg/100g na mortadela. O nitrito e o nitrato da salsicha e mortadela de todas as
marcas atenderam a legislacdo vigente. Os teores de sorbato variaram de 42,5
a 122,0 mg/100g na salsicha, e de 94,2 a 175,0 mg/100g na mortadela. Todas
as marcas avaliadas apresentaram sorbato acima do limite estabelecido pela
Legislacdo Brasileira, variando de 2 a 6 vezes acima do limite estabelecido

para a salsicha, e de 5 a 9 vezes o limite estabelecido para a mortadela.
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1. Introducéao
1.1 Produtos carneos no Brasil

O mercado brasileiro de carnes industrializadas vem se expandindo
expressivamente. A producao brasileira de carnes industrializadas passou de
aproximadamente 1,16 milhdes para cerca de 2,39 milhdes de ton entre 2000 e
2010, com previséo de cerca de 3 milhdes de ton em 2014 (DATAMARK, 2010).
Vale destacar que a producéo brasileira de carne suina foi de 3,36 mil ton em
2011, e o consumo per capita de 15,10 kg, totalizando um consumo interno de
2,85 mil ton (ABIPECS, 2011).

A fabricacdo de embutidos representa um segmento importante das
carnes industrializadas. Sao considerados embutidos os produtos obtidos a
partir de matérias-primas carneas submetidas a cominuigédo seguida de mistura
com diferentes ingredientes e acondicionamento em tripas naturais ou
artificiais, com ou sem cozimento (LEMOS et al., 2008). Nessa classe estéao
incluidas linguicas, paio, copa, presunto, salame, salsicha, salsichéo,
mortadela, entre outros produtos, que sdo muito consumidos por parcela
consideravel da populacéo brasileira.

A diferenca béasica entre os embutidos esta relacionada ao grau de
cominuicdo. A cominuicdo pode ser explicada pela influéncia das forcas do
corte, esmagamento e ruptura durante o processamento desse tipo de produto.
O efeito da fragmentacdo dos tecidos musculares e adiposos determina a
capacidade da carne sofrer as transformacdes necessarias a elaboracdo do
produto desejado. A linguica, por exemplo, sofre moagem grosseira, enquanto
a salsicha é moida téo finamente que a mistura se torna homogénea. Durante o

processamento dos embutidos, as particulas de carne e gordura ficam aderidas



entre si devido a extracdo de proteinas, exsudacdo de agua e liberacdo de
lipideos, que se encontram distribuidos ao redor de particulas integras de
tecido. A massa obtida, constituida de particulas de diferentes tamanhos, é
moldada através do embutimento (LEMOS et al., 2008).

A salsicha e a mortadela podem ser consideradas embutidos de grande
aceitacdo pelo consumidor brasileiro. A producdo de salsicha cresceu de
230.574 para cerca de 567.777 ton entre 2000 e 2010. J& a producao de
mortadela cresceu de 176.368 para cerca de 434.328 ton no mesmo periodo.
As estimativas sao de 710.453 ton de salsicha e 574.140 ton de mortadela em
2014 (DATAMARK, 2010).

Aditivos sdo empregados na producdo de carnes industrializadas com o
objetivo de conservar, melhorar o sabor e contribuir para a aparéncia geral do
produto final, além de garantir vida de prateleira mais extensa. Os principais
agentes de cura utilizados em produtos embutidos sdo os sais de nitrito e
nitrato. O processo de cura envolve a adi¢cdo de sal, acUcar, nitrito e nitrato a

carne para conservar, melhorar o sabor e desenvolver a cor do produto.

1.2 Nitrito e nitrato em produtos carneos

O principal objetivo do emprego de sais de nitrito e nitrato é conferir a
coloracéo rosea e o sabor tipico dos produtos curados. Entretanto, nitrato e
nitrito também tém papel importante na prevencdo ao aparecimento do sabor
‘requentado”, tipico de carnes cozidas e resfriadas ou congeladas, além da
prevencdo da rancidez, devido a sua acdo antioxidante, capaz de retardar a
oxidacao das gorduras ao formar complexo estavel com o ion ferro Il e impedir

gue este se oxide a ferro Ill, um potente catalisador de oxidacdo. O nitrito
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também tem acdo muito eficiente como inibidor de crescimento de Clostridium
botulinum, enquanto o nitrato atua tdo somente na cura de carnes apoOs ser
convertido a nitrito, processo que ocorre pela acdo de bactérias redutoras
(LEMOS et al., 2008).

Em pH baixo, o nitrito, se decompde em O6xido nitrico, agente fixador de
cor gque se liga a mioglobina da carne, formando nitrosomioglobina. Entretanto,
0 Oxido nitrico é instavel e se dissocia durante a estocagem se a cor nao for
fixada pela acdo do calor (55°C), podendo resultar na formacdo de
nitrosohemocromo. A quantidade de nitrosohemocromo que é formada
depende do teor inicial de nitrito, do pH do meio e do potencial éxido-reducao
da carne (LEMOS et al., 2008). Quanto maior a quantidade de nitrito, em pH
baixo, maior a formacédo de 6xido nitrico, e maior a probabilidade de formacao
de nitrosohemocromo, por isso a etapa de fixacédo da cor pela acéo do calor em

carnes curadas tem grande importancia.

1.3 Sorbato em produtos carneos

Sorbatos (acido sorbico e seus sais de sodio, potassio e calcio) sao
considerados aditivos GRAS (Generally Recognized As Safe) e por isso tém
grande importancia, sendo largamente utilizado pela indastria de alimentos,
racao animal, produtos cosméticos e farmacéuticos (SOFOS, 1989). No Brasil,
em se tratando de alimentos, o acido sorbico e seus sais podem ser utilizados
como conservadores, estabilizantes e antioxidantes em uma grande variedade
de produtos (BRASIL, 1998).

De maneira geral, o sorbato € considerado um conservador eficaz. Tem

acdo efetiva contra microorganismos patogénicos e de deterioracdo em
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produtos carneos, principalmente quando usado em combina¢cdo com nitrito

(SOFOS, 1989).

1.4 ImplicagOes do uso de nitrito, nitrato e sorbato na alimentagéo

A manipulag&o e o uso de nitrito devem ser bastante cuidadosos, pois o
uso indiscriminado pode trazer riscos a saude. Quando ingerido em doses
acima das permitidas, o nitrito € considerado toxico (LEMOS et al., 2008). A IDA
(Ingestéo Diaria Aceitavel) para o nitrito, estabelecida de acordo com o JECFA,
€ de 0-0,06 mg/kg de peso corporeo, e para o nitrato, é de 0-3,7 mg/kg de peso
corporeo. Ambos ndao devem ser consumidos por criancas abaixo de 3 meses
de idade (FAO, 2013). A Legislacédo Brasileira permite o uso de nitrato de sédio
ou potéassio, associado ou ndo a nitrito de sédio ou potassio, com um limite
méaximo de 30 mg/100g de produtos carneos curados, exceto charque,
expressos em ion nitrito. JA para o nitrito de sodio ou potassio, usado
isoladamente ou combinado, o limite maximo permitido é de 15 mg/100g de
produto para produtos carneos curados, exceto charque e alimentos infantis,
expresso em ion nitrito (BRASIL, 1998).

A presenca de metahemoglobina € uma das razdes para que a
guantidade de nitrito ingerido seja controlada, principalmente por criancas, pois
esta reacdo impede que a hemoglobina exerca sua funcdo normal de
transportar oxigénio para os tecidos. Em doses baixas, 0s sintomas sé&o
enrubescimento da face e extremidades, desconforto grastrointestinal e dor de
cabeca. Em doses mais elevadas, observa-se cianose, nausea, vomitos, dores

abdominais, podendo inclusive levar a 6bito (SGARBIERI, 1987; MiDIO, 2000).
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Embora os efeitos benéficos do uso do nitrito em produtos cérneos
sejam conhecidos h&4 muito tempo, seu emprego ainda € objeto de inUmeras
controvérsias em relacdo aos possiveis danos que causa a saude humana. As
N-nitrosaminas, compostos N-nitrosos formados pela reacdo de agentes
nitrosantes, sédo derivados de sais de nitrito ou Oxido nitrico, com substancias
contendo um grupo amino. Os compostos N-nitrosos e, em particular, as N-
nitrosaminas, sao potentes mutagénicos, além de apresentarem acao
teratogénica e carcinogénica em animais de laboratorio. As N-nitrosaminas
podem ser formadas durante o processamento de alimentos, bem como, in
vivo, no trato gastrointestinal, pela nitrosacdo de aminas secundérias, as quais
estdo associadas com alto risco de cancer gastrico, hepatico e de eséfago. De
modo geral, os alimentos crus tais como vegetais, carnes, peixes, frutas,
cereais e produtos lacteos contém baixos teores de N-nitrosaminas. No
entanto, o processo de cura, onde se adiciona nitrito e/ou nitrato, favorece
consideravelmente o aumento do nivel de nitrosaminas (ANDRADE, 2004;
SINDELAR e MILKOWSKI, 2011).

Em carnes curadas pode ocorrer reacdo do acido sorbico e seus sais
com nitrito (SOFOS, 1989). Sorbato e nitrito, quando presentes em conjunto em
pH gastrico, formam uma série de espécies mutagénicas e genotoxicas, dentre
elas o acido etilnitrolico (ENA) e a 1,4-dinitro-2-metilpirrol (NMP) (HARTMAN,
1983; OSAWA et al., 1986). De maneira geral, a reagdo do nitrito com acido
sérbico é capaz de formar produtos mutagénicos em pH 3.5. Compostos C-nitro
e C-nitrosos foram os principais produtos mutagénicos isolados (SOFOS,
1989). A formacdo dessas espécies mutagénicas € bloqueada por ascorbato

em valores baixos de pH. O uso combinado de nitrito e sorbato representa um
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risco potencial a salde na auséncia de niveis adequados de ascorbato
(HARTMAN, 1983). Acido ascorbico (vitamina C), cisteina, sucos de fruta e o
calor sdo capazes de inativar os compostos C-nitro mutagénicos, que sdo mais
susceptiveis a inativacdo do que o0s compostos N-nitrosos mutagénicos
(SOFOS, 1989; OSAWA et al., 1986).

A IDA para é&cido sorbico e seus sais de sédio e potéssio, estabelecida
de acordo com o JECFA, é de 0-25 mg/kg de peso corpéreo (FAO, 2013). O
uso de sorbato de sodio, potassio e calcio em carnes curadas é permitido pela
legislacéo brasileira, com limite maximo de 20 mg/100g de carne, somente para
uso externo, tratamento de superficie, para uso em associacdo ou

isoladamente, expresso como acido sérbico (BRASIL, 1998).

1.5 Espectroscopia de absorcédo no UV/Vis

A espectroscopia de absorcao no UV/Vis € uma técnica de analise muito
utilizada na identificacdo e quantificacdo de substancias quimicas. Essa técnica
identifica as substancias que s&o capazes de absorver radiacao
eletromagnética na regiao de 250 a 700 nm, que apresentam em sua estrutura
ligacdes duplas (elétrons 1) e elétrons néo ligantes. O espectro de absorcéo &
uma caracteristica fisica utilizada para identificar as substancias. A radiacao
eletromagnética no UV/Vis interage com os elétrons da ultima camada dos
atomos e, no caso de moléculas, com os elétrons presentes em orbitais
moleculares nao ligantes. Ao receber radiacdo com comprimento de onda
adequado, o orbital passa do estado fundamental para o estado excitado, com

absorcao de energia (SOARES, 2006).
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Compostos com duplas ligagdes conjugadas absorvem luz na regido do
ultravioleta, e a medida que o numero de duplas conjugadas aumenta, o
comprimento de onda de absor¢do maxima também aumenta, até atingir a
faixa do visivel. A presenca de heterodtomos, capazes de compartilhar par de
elétrons ndo ligantes e estender a conjugacdo, também aumenta o
comprimento de onda de absor¢cédo (SOARES, 2006).

Mesmo que o espectro de absorcdo no UV/Vis ndo permita identificar
completamente uma substancia, é frequentemente utilizado para confirmar a
identidade através de comparacdo com o espectro de referéncia (padrao)
(SOARES, 2006). A guantificacdo de substéancias utilizando espectroscopia de
absorcdo no UV/Vis é baseada na lei de Lambert-Beer, que diz que a
guantidade de luz absorvida € proporcional ao numero de moléculas

absorvedoras presentes na solucao pela qual a luz incide. A lei é dada pela
equacdo, na forma linear, A= & x b x ¢, onde A é a absorbéancia, & o coeficiente

de absortividade molar, b o caminho 6ptico percorrido pela luz, e ¢ a
concentragdo do analito em questdao (AGILENT TECHNOLOGIES, 2000;
SOARES, 2006).

Para que a lei de Beer seja obedecida devem ser cumpridos alguns
requisitos na analise, como empregar radiagdo monocromatica, comprimento
de onda de absor¢do méaxima, caminho Optico constante, concentracdo da
solucéo entre 102 e 10°° mol/L, solvente idéntico para analitos e padrdes, e ndo
apresentar interferentes. O branco € utlizado para eliminar possiveis

interferéncias. No caso de uma solucédo, o solvente, ou mistura de solventes,

deve ser utilizado como branco (SOARES, 2006).
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O coeficiente de absortividade molar (&) é caracteristico de cada
substancia em condicbes especificas (solvente, comprimento de onda e
temperatura). Por isso, ao invés de valores tabelados de &, na quantificacdo

faz-se uso de curva de calibracdo, construida a partir de solu¢cdo padrdo do
analito. As curvas de calibracdo sdo preparadas usando quatro a cinco
concentracfes conhecidas da solucéo padrao, as quais tém a absorbancia lida
entre 0,2 a 0,8. Para a leitura dos extratos das amostras, deve-se respeitar 0s
valores de absorbancia obtidos na curva, de modo a obter resultados
fidedignos.

A determinacdo de nitrito por espectroscopia de absor¢cdo no UV/Vis
envolve a leitura de absorbancia na regido da luz visivel, a 540 nm, do
complexo réseo formado pela reacdo de diazotagédo do nitrito com sulfanilamida
e cloridrato de alfa-naftiletilenodiamina (NED) (Figura 1). No caso de produtos
carneos, de matriz complexa, a etapa de limpeza previa é necessaria. A técnica
de determinagdo de nitrito por espectroscopia do UV/Vis é considerada

simples, barata e rapida.

) Hch}Jép\[”*\
& I o
HzNLS-p ) HzN\S'p - e ‘H"\‘“-/NHZ N'\l/"*:
g \@ T NOy —»= \[r \“I S N/»\/NHZ
ZNH, ~F gt H

Figura 1. Reacéo do nitrito com sulfanilamida e NED.

A utilizacdo da espectroscopia de absor¢do no UV/Vis permite a
guantificacdo direta apOs extracdo dos conservadores &cido sérbico e &cido

benzbico, sem nenhuma etapa de limpeza. Entretanto, no caso de matrizes
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complexas como o0s produtos céarneos, s6 é possivel identificar os
conservadores pelo perfil do espectro de absorcdo. Para o caso dos
conservadores a espectroscopia de absor¢cdo no UV/Vis também é considerada
uma técnica simples, rapida e de baixo custo, mas que pode sofrer prejuizo em
seus resultados devido a presenca de interferentes na amostra, ou mesmo pela
mistura de diferentes conservadores (acidos soérbico e benzéico) (CECCHI,

1988).

1.6 Eletroforese capilar

A eletroforese é uma técnica de separacdo que se baseia na velocidade
de migracdo de espécies carregadas em um campo elétrico de corrente
continua (HOLLER et al., 2009). E uma técnica bastante versatil, aplicada para
a separacao de cations e anions inorganicos, aminoacidos, catecolaminas,
farmacos, vitaminas, carboidratos, peptideos e proteinas, acidos nucléicos,
nucleotideos e polinucleotideos, entre outras moléculas (HOLLER et al., 2009).

A eletroforese capilar € um tipo de eletroforese que apresenta diversos
mecanismos de separacdo. A técnica € baseada nas diferencas entre a
mobilidade eletroforética de espécies carregadas na presenca de campo
elétrico (PEREIRA et al., 2012; TAVARES, 1997). Na eletroforese capilar a
separacao é feita em tubo de 15-100 um de diametro interno e 50-100 cm de
comprimento, preenchido com eletrdlito, ao qual € aplicado um campo elétrico.
O fenbmeno da eletroosmose ocorre concomitantemente a migracao
eletroforética dos ions. Um fluxo eletroosmético de grande magnitude arrasta
os solutos independentemente da carga, permitindo a analise simultanea de

cations, anions e moléculas de carga neutra (TAVARES, 1997).
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A alta relacé@o entre area superficial interna e volume do capilar é capaz
de aumentar dissipacao do calor gerado pela corrente elétrica (efeito Joule). Se
o calor ndo for dissipado corretamente, havera aumento da temperatura,
prejudicando o processo (TAVARES, 1996; TAVARES, 1997). A alta resisténcia
elétrica do capilar também possibilita a aplicagdo de voltagens elevadas,
estabelecendo um campo elétrico elevado, de 100 a 500 V/cm, resultando em
alta eficiéncia de separacdo e alta resolucdo em curto periodo de tempo
(TAVARES, 1997).

Na eletroforese capilar o consumo de eletrélitos é baixo, a eficiéncia de
separacdo € elevada e o tempo de corrida é curto (PEREIRA et al., 2012).
Ainda, a eletroforese capilar oferece vantagens sobre o0s métodos
eletroforéticos convencionais, como o emprego de volume de amostra reduzido
(1-10 nL), a automacao da analise, com possibilidade de injecdo e detec¢do em
fluxo, e a compatibilidade com uma variedade de sistemas de detecgdo de
cromatografia liquida, como absorcédo no UV/Vis, fluorescéncia, espectroscopia
de massas, entre outros (HOLLER et al., 2009; TAVARES, 1996).

Pereira et al. (2012) analisaram nitrito e nitrato em embutidos por
eletroforese capilar em comparacdo com o meétodo oficial (IAL, 2005). Os
resultados obtidos pela analise por eletroforese capilar foram consistentes com
os obtidos pela metodologia oficial tanto em precisdo quanto em exatiddo. A
analise de nitrito e nitrato por eletroforese capilar foi considerada rapida e
eficiente, com a vantagem de néo requerer a reducéo de nitrato a nitrito para a
guantificacdo, como ocorre no método oficial, ja que a determinacdo de nitrato

e nitrito € feita simultaneamente (PEREIRA et al., 2012).
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2. Objetivo
O presente estudo teve como objetivo determinar nitrito, nitrato e sorbato

em salsicha e mortadela de marcas representativas do mercado brasileiro.

3. Material e Métodos

3.1 Material

Foram utlizadas salsicha e mortadela de marcas comerciais
representativas do mercado brasileiro, de acordo com o Market Share do setor
(DATAMARK, 2010). Foram adquiridos de trés a seis lotes de cada produto, de
cada marca, correspondentes a diferentes prazos de validade, em
supermercados da cidade de Araraquara, SP. Os produtos selecionados foram
salsicha hot dog de trés marcas, mortadela suina de duas marcas e mortadela

de aves de uma marca.

3.2 Métodos
3.2.1 Preparo das amostras

Previamente as extracdes, as amostras foram trituradas e
homogeneizadas em liquidificador, armazenadas em frascos e congeladas em
porcdes em freezers do Laboratorio de Analise de Alimentos da FCF/UNESP.
Parte das amostras foi guardada para as extra¢des, parte como contraprova, e
parte foi utilizada para ensaios preliminares, visando adequagédo do método as

matrizes em estudos e as condi¢es do laboratério.
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3.2.2 Obtencéao dos extratos para determinacao de nitrito

A extracdo foi realizada com base na metodologia oficial descrita pelo
Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2005), como apresentado no fluxograma da Figura 1.
As amostras trituradas e homogeneizadas (10 g) foram acrescidas de solugéo
de tetraborato de sédio 5% (m/v) (5 mL) e agua destilada (50 mL). Apds
agitacdo manual, as amostras foram levadas a banho-maria (70°C) com
agitacao frequente (15 min), resfriadas a temperatura ambiente e acrescidas de
solucdo de ferrocianeto de potassio 15% (m/v) (5 mL) e solucdo de acetato de
zinco 30% (m/v) (5 mL). Apos agitacdo, as amostras ficaram em repouso (30
min) e foram filtradas em papel. Os extratos foram recolhidos em baldo
volumétrico (50,00 mL) (Figura 2). A extracdo foi realizada em duplicata e os

extratos foram congelados até o momento da analise.

Amestra (10g)
+

MNazBa0y 5% (SmL) = dgua (S0mL, BO"C)
Banho-maria (70 *Cr15 min)
Resfriamento a terIperal'ura ambiente
Ka[Fe{CN] 15% (5mL) + Zn{CO0) 30% (SmL)
Repouso (30 min)

!

Fiftragdo (papel)

|

Extrato em baldo volumétnco (50,00 mL)

Figura 2. Fluxograma da extragao para determinacao de nitrito em mortadela e
salsicha (IAL, 2005).
3.2.3 Determinacdao de nitrito por espectroscopia de absor¢é&o no UV/Vis

A determinacdo de nitrito é baseada na reacdo de diazotacdo com

sulfanilamida 0,5% (m/v) em meio &cido, seguida da reagdo com cloridrato de
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alfa-naftiletilienodiamina (reagente NED) 0,5% (m/v). O produto formado tem
coloracdo rosea e sua absorbancia é lida na regido do visivel, a 540 nm (IAL,
2005).

Os extratos das amostras (1-8 mL) foram adicionados de sulfanilamida
(2 mL) e reagente NED (0,6 mL), o volume foi completado com agua em balédo
volumétrico (10,00 mL) e, ap6s 30 minutos de repouso, foi feita a leitura de
absorbancia usando o espectrofotdmetro Thermo Scientific modelo Evolution
220. Diferentes volumes de extrato foram usados para adequar a absorbancia

a faixa de 0,2-0,8, dependendo da amostra. Cada extrato foi lido em triplicata.

3.2.4 Curva de calibracéo de nitrito

Foram realizados testes preliminares para adequar os pontos da curva
de calibracdo de nitrito de sbédio ao intervalo de absorbancia 0,2-0,8. Foi
preparada solucdo padrdo de nitrito de sédio (200 mg/L), armazenada em
geladeira (validade 2 semanas). Para cada curva foi preparada solucéo de
trabalho (8 mg/L) por meio da diluicdo da solucdo padrdo, a qual foi utilizada
para a preparacao dos pontos. O intervalo de concentracdo empregado foi de
0,3 a 1,1 mg/L. Cada ponto da curva foi preparado e lido em triplicata (Figura

3).

|

Figura 3. llustracdo dos pontos da curva de calibragdo de nitrito de sodio (0,3 a
1,1 mg/L), em triplicata.
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3.2.5 Obtencao dos extratos para determinacao de nitrato

Para cada amostra foram realizadas duas extragcbes, com base na
metodologia descrita por Pereira et al. (2012), conforme apresentado na Figura
4. As amostras trituradas e homogeneizadas (5 g) foram acrescidas de agua
destilada (50 mL, 80°C) e submetidas a agitacdo em vértex (2 min). Apés
agitacao, as amostras foram levadas a banho-maria (80°C, 1 h) e resfriadas a
temperatura ambiente, depois filtradas em papel. Os extratos foram recolhidos
em baldo volumétrico (50,00 mL), transferidos para frascos de vidro e

congelados até o0 momento da analise.

Amaostra (5g)
+

Agua (50 mL, 80°C)
Agitagao (2 min)
Banho-maria (80°C/1h)
Resfriamento & temperatura ambiente

Filtrag&o (papel)

Extrato em balao volumeétrico (50,00 mlL)

Figura 4. Fluxograma da extragao de nitrato para determinacdo em salsicha e
mortadela (PEREIRA et al., 2012).
3.2.6 Determinacao de nitrato por eletroforese capilar

Os extratos obtidos de acordo com o fluxograma da Figura 4 foram
diluidos (1:10) e filtrados em membrana politetrafluoretileno (PTFE) 0,22 e 0,45
Mm previamente a analise. Os extratos filtrados (140 pL) foram colocados em
vials e posicionados no sistema de eletroforese capilar modelo HP 3D CE,

Agilent Technologies (Figura 5), para injecéo e leitura. Previamente a injecéo e
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corrida das amostras, o capilar foi lavado com solu¢cdo de NaOH 1 M (5 min),
agua (5 min) e solucédo de eletrélito de corrida, constituido de solugdo de
tetraborato de sédio 60 mM e brometo de cetriménio (CTAB) 20 mM (15 min).

Cada extrato foi injetado em triplicata.

Figura 5. Sistema de eletroforese capilar Agilent Technologies, modelo HP 3D
CE, acoplado ao computador.
3.2.7 Curva de calibragédo de nitrato

Foi preparada solugdo padréo de nitrato de sodio (1000 mg/L),
armazenada em geladeira (validade 1 més). Foi preparada solucdo de trabalho
(100 mg/L) por meio da diluicdo da solucdo padréo, a qual foi utilizada para a
preparacdo dos pontos. O intervalo de concentracdo adotado foi de 0,51-5,15

mg/L. Cada ponto foi preparado e injetado em triplicata.

3.2.8 Obtencéao dos extratos para determinacao de sorbato

As extracOes foram realizadas com base na metodologia descrita por
Cecchi (1988), conforme apresentado na Figura 6. As amostras trituradas e
homogeneizadas (1 g) foram acrescidas de etanol absoluto (30 mL) e
submetidas a agitacdo em shaker (30 min). Em seguida, foram filtradas em

algoddo e os extratos foram recolhidos em baldo volumétrico (50,00 mL)
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(Figura 6). Os extratos foram obtidos em triplicata, no dia em que as andlises
foram realizadas, para evitar a evaporacao do etanol e possivel alteracdo dos

resultados.

Amostra (1g)

EtOH absoluto (30 mL)
Agilacao mecanica (30 min)
Flllral;éoialgudén}

Extrato em baldo volumeétrico (S0 00 mL)

Figura 6. Fluxograma da extracdo de sorbato para determinacédo em salsicha e
mortadela (CECCHI, 1988).
3.2.9 Determinacgé&o de sorbato por espectroscopia de absor¢gé&o no UV/Vis

O método utilizado foi descrito por Cecchi (1988). A determinacdo de
sorbato é feita por espectroscopia de absor¢cdo no UV/Vis, com leitura a 255
nm (comprimento de absorcdo maxima do acido sorbico). Para a identificacao
da presenca de sorbato nas amostras, foi feita a varredura entre 200 e 325 nm,
comparando o perfil de cada amostra com o do padrao de acido soérbico.

Os extratos obtidos foram diluidos (1:10) para a identificacdo e
guantificagdo. Foi necessario realizar uma segunda diluigdo (2:5) para alguns
dos extratos, visando adequar a absorbancia a faixa de 0,2-0,8. As
absorbancias foram lidas em espectrofotbmetro Thermo Scientific modelo

Evolution 220. Cada extrato foi analisado em duplicata.
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3.2.10 Curva de calibracao de acido sorbico

Foram realizados testes preliminares para adequar os pontos da curva
de calibracdo de &cido sorbico ao intervalo de absorbéncia 0,2-0,8. Foi
preparada solucdo padrdo de nitrito de sédio (400 mg/L), armazenada em
geladeira (validade 1 semana). Para cada curva foi preparada solucdo de
trabalho (4 mg/L) por meio da diluicdo da solucdo padréo, a qual foi utilizada
para a preparacdo dos pontos. Foram preparadas curvas de calibracdo em
cada dia de andlise, com intervalo de concentracdo variando de 0,92-3,17

mg/L. Cada ponto foi preparado e lido em triplicata.

3.2.11 Analise estatistica dos resultados
Os resultados obtidos foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA)

e teste de Tukey utilizando o programa SigmaStat 3.1 (2005).

4. Resultados e Discusséo
4.1 Ensaios preliminares a determinacéao de nitrito

Inicialmente, foi realizado o treinamento na industria, utilizando
diferentes tipos de produtos embutidos, dentre eles mortadela, para a
determinacao de nitrato e nitrito. Apds o treinamento e previamente a extracao,
foi necessario realizar ensaios para adequacdo do meétodo as matrizes
avaliadas e as condi¢Ges do laboratério. Foram necessarios ajustes na massa
de amostra pesada, nas diluices realizadas antes da leitura de absorbancia, e
também nas aliquotas tomadas para a leitura de cada extrato. Também foi
necessario reduzir o volume dos extratos obtidos e das dilui¢cdes finais para a

leitura, para adequacéo a vidraria do laboratério e a quantidade de reagentes
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preparada. Optou-se por realizar duas extracdes de cada produto e realizar a

leitura de cada extrato em triplicata.

4.2 Determinacao de nitrito por espectroscopia de absor¢céo no UV/Vis
Para a quantificacdo de nitrito na salsicha e mortadela foi utilizada curva
de calibracdo obtida no intervalo de concentracdo de 0,3-1,1 mg/L, com
absorbancia de 0,2 a 0,8. A leitura de cada ponto da curva foi feita em triplicata.
A curva de calibracdo esté representada pela equacédo da reta y = ax + b, com
coeficiente de relacéo linear (r) de 0,99965 (Figura 7). A curva de calibragéo foi

preparada a cada dia de analise.

u Intervalo de corfianca de 5%

iy
Figura 7. Curva de calibragéo de nitrito de sédio (0,3-1,1 mg/L), y = 0,63226x
+0,01283, r = 0,99965.

O teor de nitrito da salsicha esta apresentado na Tabela 1. Observa-se
gue o teor de nitrito variou de 0,17 a 1,80 mg/100g entre as marcas. Houve
diferenca no teor de nitrito entre os lotes (p<0,05) das trés marcas de salsicha
avaliadas. Para a salsicha da marca 1, o terceiro lote apresentou maior teor de

nitrito (0,94 mg/100g), diferindo (p<0,05) dos demais, que também diferiram

entre si (p<0,05). O menor valor, 0,47 mg/100g, foi para o lote 1 (p<0,05). Para
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a salsicha da marca 2, o lote 3 também apresentou o teor de nitrito mais
elevado (1,80 mg/100g) (p<0,05), o mais elevado de todos os lotes das marcas
avaliadas. O lote 1 apresentou o menor valor, 0,89 mg/100g, e também diferiu
(p=<0,05) do lote 2, com 1,53 mg/100g. A salsicha da marca 3 apresentou o
menor teor de nitrito de todos os lotes de todas as marcas avaliadas no lote 2,
0,17 mg/100g (p<0,05). O lote 1 foi o mais elevado da marca, com 0,57
mg/100g, diferindo (p<0,05) do lote 3, com 0,49 mg/100g. Houve diferenca
significativa no teor de nitrito da salsicha de todas as marcas (p<0,05), com
excecao do lote 1 da marca 1, que ndo apresentou diferenca do lote 3 da
marca 3, e o lote 3 da marca 1, que nao diferiu do lote 1 da marca 2 (p>0,05)
(Tabela 1).

Todos os lotes de todas as marcas de salsicha avaliadas atenderam a
Legislacdo Brasileira, apresentando teor de nitrito abaixo do limite estabelecido,

gue é de 15mg/100g de produto (ANVISA, 1998).

Tabela 1. Concentracdo de nitrito de sodio (mg/100g) em salsicha de marcas
comerciais.

Salsicha
Lotes Marca 1 Marca 2 Marca 3
1
NaNO; 0,47+0,01F¢ 0,89+0,03¢¢ 0,57+0,03Ea
(mg/1009)
0,68+0,030> 1,53+0,048> (,17+0,006¢
3

0,94+0,03¢2 1,80+0,07~2 0,49+0,00%P

Média + desvio padrdo, n=6.
Letras minusculas iguais na mesma coluna néo diferem significativamente no teste de Tukey (p<0,05).
Letras mailsculas iguais ndo diferem significativamente no teste de Tukey (p<0,05).

O teor de nitrito da mortadela variou de 0,73 a 2,04 mg/100g entre as
marcas (Tabela 2). Houve diferenca no teor de nitrito entre os lotes de

mortadela suina da marca 1 (p<0,05), com 0,99 mg de nitrito/100g de produto
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no lote 1 e 0,73 mg/100g no lote 2. Com relagdo a marca 2, para a mortadela
de aves, o lote 1 diferiu dos demais (p<0,05), que n&o diferiram entre si
(p>0,05). O lote 1 apresentou 0 menor teor de nitrito, 0,80 mg/100g (p<0,05).
Para a mortadela suina da marca 2, todos os lotes diferiram entre si (p<0,05).
O lote 1 apresentou o maior teor de nitrito (2,04 mg/100g) (p<0,05), o teor mais
elevado entre todos os lotes de todas as marcas avaliadas, o lote 3, 1,34
mg/100g e o lote 2, 1,03 mg/100g (p=<0,05).

Houve diferenga entre as marcas (p<0,05), com destaque para a marca
2, que apresentou o teor mais elevado de nitrito na mortadela suina, embora
dois lotes da mortadela de aves (lotes 2 e 3) ndo tenham diferido de um dos
lotes da mortadela suina (lote 3) (p>0,05). O lote 1 da mortadela suina da
marca 1 nédo diferiu do lote 2 da mortadela suina da marca 2 (p>0,05), e o lote
2 da mortadela suina da marca 1 néo diferiu do lote 1 da mortadela de aves da
marca 2 (p>0,05) (Tabela 2).

Assim como a salsicha, todas as marcas de mortadela também
apresentaram teor de nitrito abaixo do limite estabelecido pela Legislacéo
Brasileira. Vale salientar que tanto a mortadela a base de carne suina quanto a

base de carne de aves atenderam a legislacao vigente (ANVISA, 1998).

Tabela 2. Concentracéo de nitrito de sodio (mg/100g) em mortadela de marcas
comerciais.

Mortadela
Lotes Marca 1 Marca 2
NaNO, - Suina Suina de Aves
(mg/100g) 0,99+0,00Ca  2,04+0,12Aa 0,800,030
2 0,73+0,060P 1,03+0,09¢C¢ 1,35+0,088B2
3 - 1,34+0,108b 1,28+0,0982

Média + desvio padrdo, n=6.
Letras minUsculas iguais na mesma coluna nao diferem significativamente no teste de Tukey (p<0,05).
Letras mailsculas iguais ndo diferem significativamente no teste de Tukey (p<0,05).
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4.3 Determinacao de nitrato por eletroforese capilar

Para a quantificagdo do nitrato da salsicha e da mortadela foi obtida
curva de calibragdo com intervalo de 0,51-5,15 mg/L (Figura 8). A curva de
calibracao esta representada pela equacéo da reta y = ax + b, com coeficiente

de correlacao linear (r) de 0,99535.

EL IS

Ares 0o pico
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Concenlragdo de Nitrato (mg/L)

Figura 8. Curva de calibracéo de nitrato de sédio (0,51-5,15 mg/L), y = 4,0521x
—0,12295, r = 0,99535.

O teor de nitrato nas salsichas de marcas comerciais esta apresentado
na Tabela 3. Os teores variaram de 3,16 a 18,9 mg/100g. Todos os lotes da
marca 1 diferiram entre si (p<0,05), com excecdo dos lotes 2 e 5 (p>0,05). A
marca 2 também apresentou diferenca no teor de nitrato entre os lotes
(p<0,05), com excegéo dos lotes 2 e 3 (p>0,05), e 5 e 6 (p>0,05), que ndo
diferiram entre si. A marca 3 apresentou diferenca no teor de nitrato entre
ambos os lotes avaliados (p<0,05). O maior valor de nitrato, entre todas as
marcas avaliadas, foi obtido no lote 4 da marca 1, 18,9 mg/100g (p<0,05),
enquanto os menores, 3,6 e 3,1 mg/100g (p>0,05), foram obtidos nos lotes 5 e

6 da marca 2 (Tabela 3).
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Todos os lotes de todas as marcas avaliadas apresentaram teor de
nitrato abaixo do limite permitido pela Legislacdo Brasileira, que é de 30
mg/100g de produto.

O teor de nitrato da mortadela de marcas comerciais esta apresentado
na Tabela 4. Os teores variaram de 2,93 a 7,05 mg/100g. Houve diferenga no
teor de nitrato nos lotes da mortadela suina da marca 1 (p<0,05). Apenas o lote
3 da mortadela suina da marca 2 diferiu significativamente dos demais
(p=<0,05). Para a mortadela de aves, houve diferenca entre os lotes (p<0,05),
com excecgéo dos lotes 2 e 3, que nao diferiram entre si (p>0,05).

Todos os lotes de todas as marcas avaliadas, tanto de mortadela suina
guanto de aves, apresentaram teor de nitrato dentro do permitido pela

Legislacao Brasileira (ANVISA, 1998).

Tabela 3. Concentracdo de nitrato de sédio (mg/100g) em salsicha de marcas
comerciais.

Salsicha
Lotes
Marca 1 Marca 2 Marca 3
17,81+0,41Bp 9,93+0,54Pa  6,38+0,23GP
5,66+0,29GH.e 4,55+0,41'c 7,35+0,71Fa
NaNO3

(mg/100g) 9,07+0,33E4 4,74+0,23\c -
18,88+0,74A2 7,46+0,45F P -
4,97+0,34Hle 3,60+0,247%4 -
15,50+0,4Q0¢¢ 3,16+0,1174 -

Média * desvio padrédo, n=6.

Letras minusculas iguais na mesma coluna néo diferem significativamente no teste de Tukey (p<0,05).

Letras mailsculas iguais ndo diferem significativamente no teste de Tukey (p<0,05).
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Tabela 4. Concentracdo de nitrato de sédio (mg/100g) em mortadela de
marcas comerciais.

Mortadela
Lotes Marca 1 Marca 2
Suina Suina de Aves
5,01+0,40C2 4,27+0,12EF¢c  7,05+0,3574
NaNOs 2,93+0,1660  3,81+0,37F¢  4,18+0,195Fc
(mg/1009g)

- 6,460,135  4,4410,150F ¢
- 4,97+0,26°D>  6,42+0,448)
- 4,56+0,27CDED -

o 01~ W N P

Média + desvio padréo, n=6.
Letras minasculas iguais na mesma coluna néo diferem significativamente no teste de Tukey (p<0,05).
Letras mailsculas iguais ndo diferem significativamente no teste de Tukey (p<0,05).

Guerreiro et al. (2012) avaliaram os teores de nitrito e nitrato em
presunto, salsicha e mortadela comercializados na cidade de Salvador usando
a espectroscopia do UV/Vis. Para a mortadela, as concentragcdes obtidas
variaram de 39,0 a 74,0 mg nitrito/kg (3,9 a 7,4 mg/100g) e 12,2 a 61,2 mg
nitrato/kg (1,2 a 6,1 mg/100g). Para a salsicha, os teores foram mais elevados,
entre 38,0 e 80,0 mg nitrito/kg (3,8 a 8,0 mg/100q) e 44,7 e 117,8 mg nitrato/kg
(4,5 e 11,8 mg/100g). Todas as marcas avaliadas atenderam a legislacéo
vigente (BRASIL, 1998).

Pereira et al. (2012) avaliaram os teores de nitrito e nitrato de amostras
de salame, presunto, bacon e linguica curados na regidao de Araraquara, SP
usando a eletroforese capilar. Os resultados de todas as amostras estavam
abaixo dos limites estabelecidos pela Legislacdo Brasileira, tanto para o nitrito
guanto para o nitrato (BRASIL, 1998).

Melo Filho et al. (2004) avaliaram os teores de nitrito e nitrato de
salsichas produzidas com selo da inspecéo federal e salsichas artesanais (sem
Inspe¢ao) na regido metropolitana de Recife, PE. O teor de nitrito variou de

27,5 a 180,2 mg/kg (2,7 a 18,0 mg/100g) e o teor de nitrato de 62,5 a 482,1
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mg/kg (6,2 a 48,2 mg/100g). Todas as salsichas com selo da inspecao federal
atenderam a Legislacdo Brasileira, enquanto a maioria das salsichas artesanais
apresentou teor de nitrito acima do limite estabelecido pela legislagéo vigente.
Para o nitrato, observou-se que maioria das amostras, tanto aquelas com selo
da inspecéo federal quanto as artesanais, apresentou teor de nitrato até 20%
acima do limite estabelecido pela Legislacao Brasileira (BRASIL, 1998).

Nossos resultados estdo de acordo com os relatados por Guerreiro et al.
(2012) e Pereira et al. (2012) para nitrato e nitrito na salsicha e na mortadela.
Nossos resultados de nitrito e nitrato em salsicha diferiram daqueles descritos

por Melo Filho et al. (2004).

4.4 Ensaios preliminares a determinacéo de sorbato

Previamente a extracao, foi necessario realizar ensaios para adequacédo
do método as matrizes avaliadas e as condicbes do laboratério. A massa
inicialmente pesada precisou ser reduzida de 5 para 1 g, para adequar a leitura
de absorbancia para a faixa de 0,2-0,8. Optou-se por realizar trés extracfes de

cada amostra e leituras de cada extrato em duplicata.

4.5 Determinacao de sorbato por espectroscopia de absorgcéo no UV/Vis

A identificacdo do sorbato nas amostras foi feita por comparacdo dos
espectros de absorcdo da solucdo padrédo de acido soérbico (Figura 9) e dos
extratos das amostras (Figuras 10, 11, 12, 13, 14 e 15), realizando varredura
entre 200 e 325 nm. Foi verificada a presenca de sorbato em 18 amostras de
salsicha e mortadela de varias marcas, que apresentaram perfil de absorcdo no

UV/Vis semelhante ao do padréao acido sorbico, com pico de absor¢cdo maxima
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a 255 nm. Todos os lotes das marcas 2 (Figura 10) e 3 (Figura 11) de salsicha
apresentaram espectro de absor¢cdo semelhante a solucdo padrdo de &cido
soérbico, indicando a presenca de sorbato em sua composi¢cado, assim como
todos os lotes de mortadela de aves (Figura 12) e suina (Figura 13) da marca

2.

g e b A
[ Yok e 8 B

Figura 9. Espectro dé absorcao no UV/Vis da solucéao padréo de acido sérbico
(2,11 mg/L).

2.

Figura 11. Espectro de absorcao no UV/Vis das amostras de salsicha da marca
3.
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Figura 12. Espectro de absorcdo no UV/Vis das amostras de mortadela de
aves da marca 2.

da marca 2.

Oito lotes de salsichas e mortadelas de algumas marcas nao
apresentaram o mesmo perfil de absorcdo do padréo acido sérbico (Figuras 14
e 15), indicando n&o conterem esse conservador. Todos os lotes de mortadela
suina da marca 1 (Figura 14) ndo continham sorbato em sua composicgéo,

assim como todos os lotes de salsicha da marca 1 (Figura 15).
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Figura 14. Espectro de" ébsorgéo no UV/Vis das amos{fés de mortadela suina
da marca 1.

Figura 15. Espectro de absor¢do no UV/Vis das amostras de salsicha da
marca 1.

Para a quantificacdo de sorbato nas amostras de salsicha e mortadela
de diferentes marcas comerciais foram obtidas curvas de calibracdo com
intervalo de concentracdo de 0,92-3,17 mg/L, com absorbancia de 0,2-0,8. A
curva de calibragdo esta representada pela equacdo da reta y = ax + b, com

coeficiente de correlacgéo linear (r) de 0,99996 (Figura 16).
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Figura 16. Curva de calibracéo tipica do &cido sorbico (0,92-2,76 mg/L), y =
0,26049x + 0,00275, r = 0,99996.

O teor de sorbato da salsicha e mortadela esta apresentado na Tabela 5.
Na salsicha, o teor de sorbato variou de 42,5 a 122,0 mg/100g. Foram
avaliados 6 lotes da marca 2, trés dos quais néo diferiram entre si (lotes 4, 5 e
6) (p>0,05). A marca 2 apresentou 0s menores teores de sorbato entre os lotes
das marcas avaliadas nos lotes 4, 5 e 6 (p>0,05). Apenas o lote 2 da marca 3
diferiu dos demais, apresentando também o maior teor de sorbato entre as
marcas avaliadas, 122,0 mg/100g (p<0,05). Houve diferenca significativa entre
as marcas 2 e 3 (p<0,05).

Para a mortadela, o teor de sorbato variou de 94,2 a 175,0 mg/100g. O
menor teor foi obtido na mortadela suina (94,2 mg/100g), e 0os maiores teores
na mortadela de aves, 175,0 e 161,5 mg/100g, e também na mortadela suina
164,2 mg/100g (p>0,05). Houve diferenca no teor de sorbato entre os lotes 1 e
2 da mortadela de aves (p<0,05), entretanto, estes nao diferiram do lote 3
(p>0,05). Para a mortadela suina, os lotes 3 e 4 diferiram dos demais (p<0,05),
que também diferiram entre si (p<0,05). Os lotes 1 e 2 ndo diferiram entre si,

assim como os lotes 5 e 6, e 2 e 6 (p>0,05).
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7

O uso de sorbato €& permitido pela Legislacdo Brasileira, com limite
maximo de 20mg/100g. Todas as marcas de salsicha e mortadela avaliadas,
gue continham sorbato em sua composi¢cdo, apresentaram teor acima do
permitido pela Legislacdo Brasileira em todos os lotes, com 2,1 a 6,1 vezes
acima do limite para a salsicha, e 4,7 a 8,7 vezes acima do limite para a
mortadela. Vale salientar que em nenhum dos produtos nos quais foi
identificada a presenca de sorbato havia indicacdo do uso do mesmo entre 0s

ingredientes, no rotulo.

Tabela 5. Concentracdo de acido sérbico (mg/100g) em salsicha e mortadela
de marcas comerciais.

Acido Sorbico (mg/100g)

Salsicha Mortadela
Lotes Marca 2
Marca 2 Marca 3 Mortadela Suina Mortadela de Aves

1 78,26+2,71¢a 108,84+3,858» 141,50+6,81¢"b 174,98+6,98~2

2 69,80+3,82P 121,98+2,90A2 138,31+1,67¢* 149,90+14,758BCb
3 55,83+1,58E¢ 114,23+4,128b 164,186,648 161,52+8,43AB.ab
4 43,60+4,04F 4 - 94,27+4,88E4 -

5 42,49+3,74F4 - 111,73+9,93P¢ -

6 44,90+3,53F4 - 125,25+11,9C0be -

Média + desvio padrédo, n=6.

Letras minusculas iguais na mesma coluna néo diferem significativamente no teste de Tukey (p<0,05).
Letras mailsculas iguais para salsicha e para mortadela, independentemente, ndo diferem
significativamente no teste de Tukey (p<0,05).

N&o existem dados disponiveis na literatura para teor de sorbato em
produtos carneos embutidos do Brasil, embora nosso trabalho tenha
confirmado o uso de sorbato como conservador para mortadela e salsicha,

além do limite permitido pela Legislacédo Brasileira (BRASIL, 1998).
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5. Conclusdes

O presente trabalho mostrou que os teores de nitrito e nitrato de salsicha
e mortadela de marcas comerciais representativas do mercado brasileiro estéo
dentro do limite estabelecido pela legislacdo vigente. O sorbato apresentou
niveis acima do permitido pela legislacdo vigente, tendo apresentado teores 2 a
6 vezes maiores do que o limite para a salsicha, e de 5 a 9 vezes para a
mortadela. Além disso, o uso do conservador ndo era indicado nos rétulos dos
produtos.

A falta de dados disponiveis sobre o teor de sorbato em produtos
carneos produzidos no Brasil e os teores obtidos neste trabalho para salsicha e
mortadela indicam a importancia da realizacdo desse tipo de estudo, além da
necessidade de estendé-lo para outros produtos carneos, de forma a conhecer

a amplitude desse cenario.
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