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RESTUMG: O Método de Follet & Raicliff para determinacfo de nitrites e
pitratos em produtos cérnecs foi adaptado a condigdes mais simples e, per seu
intermédio, foi feito um levantamento em 108 amostras de embutidos {55 de presuntes
¢ 45 de salsichas) comprados em supermercados na cidade de Sfo Paule. Apenas
ey sma amostra o valor encontrade excedeu a 300 p.p.m., quande caleulada a2 soma
de =mitritc e niirate, expressa em nitrite de sodio.
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INTRODUCAO

Nitratos e nitritos de sédio ou potdssio séo
permitidos pela legislagio brasileira® como
aditivos intencionais em conservas de carne,
eom excecdo do chargue. Quando usados
juntos, nso devem exceder a 300 p.pm.
(calculadas em nitrite de sédic) no predute
& ser consumido,

©Os riscos para a salde humana que podem
advir do emprego destes aditives tém preo-
cupado grande numero de investigadores e
muito tem sido publicado em relagio &s possi-
bilidades de formac¢de de nitrosaminas, subs-
tdneias consideradas cancerigenas, a partir da
aclo de nitrites e nitratos sobre aminas
secunddrias, em condigbes semelhantes &s
vigentes em estdbmagos de mamiferos., A
guestio foi colocada em termos risco-beneficio,
pois hé vantagens indiscutiveis no emprego
de nitritos e nitratos como conservadores nas
conservas de carne, onde impedem o desen-
volvimenio de microrganismos, como o Clos-
tridium botulinum, cujas toxinas produzem
botulismo. Existem excelentes revisdes sobre
o assunte* ™, Como o uso de nitrifos e nitra-

tos foi mantido, torna-se importante o controle
dos nivels desses conservadores nes produtes
em que possam ser utilizados.

A metodologia empregada para este controle
oferece algumas dificuldades. A determina-
¢do de nitratos nos produtos protéices e em
presenca de quantidade de cloreto de sédio
apresenta dificuidades guando o método em-
pregado é o da reagdo colorimétrica, seja com
brucina ou com Acide fenoldissulfénice. Para
sais de cura simples, onde apenas hd ions de
clore, o método especirofotométrico direto
apresenfa resultados mnito bons® mas, em
presenga de proteinas, nio se conseguiram
resultados satisfatbérios. Todes estes proble-
mas analiticos s80 diseutidos em revisdes
recentes™ * ™, Por esta razfio e por nio ter
sido apresentado nos métodos oficiais do Ins-
tituto Adoifo Lutz® um para determinacéo
de nitritos ¢ nitratos em conservas de carne
e embutidos em geral, decidimos rever a lite-
ratura, a fim de estabelecer um métode com
essa finalidade.

Neste estudo foram examinados oz proble-
mas referentes As etapas de extracio, des-
proteinizacio e determinagho, come segue:

* Realizade nz Secdo de Aditives & Pesticidas Residuais do Institute Adolfe Lutz, Sdc Paunlo, 8P,

*% Do Instituto Adolfo Lautz,
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Extragdo: a mails usada é a aquosa, pelo
fato de o nitrito e nitrato serem soltveis em
4dgua. Sabendo-se que nitritos tendem a ser
destruidos em pH abaixo de cinco®, é neces,
sario realizar a extracfio em mele neutre ou
alealine. Na adicfo de nitrites e nitratos a
carne, ki possibilidade de ocorrerem formas
ligadas do nitrito, como os nitrosotidis e
nitrosilmioglobina ¢que, em meie neutre ou
alealino, sdo degradados e assim os extratos
conterfo tode o mnitrito {(livre ou ligado).
Escolhemos o métode de extracio aguoesa j&
asgociado & desproteinizagho.

Desproteinizagdo: a obtengfo de um extrate
claro exige uma desproteinizagio e alguns
autores tém apresentado uma grande varie-
dade de agentes desproteinizantes. Preferi-
mos aqueles recomendados pelo Draft Inter-
national Standard ISO/DIS 2818 gue alia
um tratamente térmico aos agentes bérax,
ferrccianeto de potdssio e acetato de zinco.
Outros métodos como a filtracico em gel
(Sepbadex G 25) ou a cromafografia em
camada delgada podem ser usados, mas jul-
gamos aquele acima o mais acessivel, além
de fer recomendacdo internacional.

Redug@o do nmitrato: a modificagio do
método de Graw & Mirna, proposta por
FoLrzTr & RATCLIFF* torna possivel a defer-
minacéo simulifinea de nitrito e nitrato em
um sé6 extrato. A reduciio do nitrato é feifa
com cadmio esponjoso em coluna de vidro com
capilares de entrada e saida, O 6&timo da
reducio ¢ em pH 9,7 e, apds cada usc, a
coluna é regenerada eom HCI 9,1 N. Ervior
& PORTER® propuseram uma técnica mals
rapida onde o cadmio é colocado diretamente
com o extrato. A presen¢a de polifosfato
reduz a eficiéneia desse proeesso.

Escolhemos o método de Follett & Rateliff,
simplificando a coluna de modo a ser possivel
unsar um simples tubo estirade e funil de
separacgio. O detalhe mals importante é o
empacotamento do ciddmio em pé, na suséneia
do ar. Mantendo-se a ponia do funil de
separacio mergulhada no laqaido sobre a
coluna, consegue-s¢ evitar bolhas de ar. O
fatc de se poder controlar a eficiéncia da
coluna de ciédmio apés a regeneracio da
mesma representa uma vantagem scbre as
demais técnicas.

Tendo assim estabelecido as téenicag para
as diferentes etapas de um método de deter-
minacfio de nitritos e nitratos em conservas
de carne, realizamos um levantamento em
amostras de presuntos e salsichas postos &
venda no coméreio da cidade de Sdo Paulo.

MATERIAL E METODO

Material
100 amostras compradas em supermercados

da cidade de Sdo Paulo, sendo 45 amostras de
salsichas e 56 amostras de presuntos,
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Reagentes
Pyre desproteinizacdo
Soluglo 1

Tetraborate de sodis decahidratado
(N2.B.0:10 H.0)

Agua destilada até completar
1060 mi

Solugdo I

Ferrocianeto de potassio trikidra-
tade (K,Fe(CN).8H.0)

Agua destilada até completar
1600 ml

Solugdoe 11X

Acetato de zinco dihidratado
Zn (CHQCOO)z ..............

Acido acético glaeial

Agua destilada até completar
1000 ml

Para obifen¢dc da coluna

Solucdo de sulfato de cadmio a 20%

Zinco em bastdo

Solugdo tampic (pH 9,6 — 8,7)
Adicione 20 ml de &ecido cloridrico eon-
centrado a 500ml de Aagua destilada,
Agite e adicione 50 ml de hidréxido de
ambnio concentrado e complete o volu-
me para 10606 mi.

Para desenvolvimento da cor

Solucio de alfa-naftol

Aqueca 360 ml de dgua destilada e
50 mi de écido acético a 50°C e trans-
fira para um f{rasco escuro econtendo
0,256 g de Acido sulfanilico. Agite até
dissolver e adicione 0,20 g de alfa-naf-
tol agitando bem. Esfrie & temperatura
ambiente e adicione 90 m! de sclucdo
de NH.OH a 10%. O pH desta solugio
deve ser 4,0 = 0,5

Prepare da coluna

Prepare uma coluna estirando um tubo de
vidre de 1,5em de diimetro e 12 e de com-
primento. Adapte ao topo da coluna um Ffanil
de separacdo de H0ml, com haste de 1mm
de diamefro e 25 cm de comprimento.

Cologque de dois a f{rés bastbes de zinco em
um béquer contendo cerea de 100 ml da solugéo
de sulfato de cadmio. Remova o depédsite
esponjoso formado depois de 2 a 3 horas com
uma vareta de vidro, colocando em um béguer
contendo dgua destilada. Transfira o cédmio
formado e aproximadamente 200 mi de agua
destilada para uam Hquidifieador e triture
durante 1 a 2 segundos. Passe em peneira
de 20 a 40 malhas. Cologue um pouco de 14
de vidro seguida de uma camada de 1em de
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TABELA §

Eficiéncia da eolunc na recuperagdo de nitritos e nitratos

Quaniidade de Valor tedrice de
NaNo: passada NaNO, correspon- Valer encontrado
na coluna dente a NaNO. em NaNO; Recuperaciio
#e rE »g %
4 3,24 3,38 102,7
8 6,48 6,66 102,7
12 8,72 9,66 99,3
20 16,20 16,60 102.4
40 32,40 32,66 1017
56 45,36 46,32 102,1

areia na extremidade afilada da coluna e
transfira o cddmio até quase o topo da mesma,
mantendo-a sempre com &gua. Adapte o funil
de separagfio A4 coluna através de uma rolha
de cortica e previna a cntrada de ar na
coluna, mantendo-a sempre com &gua.

Antes da deferminacéo do nitrate, lave a
ecoluna com 25 ml de ICE 0,1 N, em seguida
com BOml de dgua destilada e finalmente
com 25 ml de solugdo tampio diluida a 1:9
com agua destilada,

Note que, quando o ciadmio esponjose ¢&
mantido debaixo d’dgua, sna atividade decres-
ce depois de 24 horas. A eficiéncia de redugio
da ‘coluna deve ser sempre controlada. Esta
pode ser regenerada por passagens sucessivas
de porgdes de HCl 0,1 N, Agus e tampio,
como deserito acima,

Eficiéneia da celuna: a eficiéneia da coluna
4 testada passando-se solugbes padrdes de
NaNG: através da coluna, determinando se a
guantidade de nitrite, de aecordo com o mé-
todo descrito adiante, e caleula-se a percen-
tagem de recuperagio. Os dados obtidos com
a coluna por nés usada estlio configurados na
tabela 1.

Curva padrdo de nitrite de sédie

Pese 0,46 g de AgNO: e dissolva em 100 m}
de dgua destilada quente. Transfira a solucéo
obtida e as Aguas correspondenies &as trés
lavagens com 30 ml de Agua destilada para
um baldo volumétrico de 1000 ml, Pese 0,26 g
de NaCl e adicione ao balfo, completande o
volume com Agua destilada — agite. Deixe
decantar. Pipete 5ml de sobrenadante e
transfira para wm baldo veolumétrico de
100 ml, completando com agua destilada, Um
mililitro desta solu¢do corresponde a 10
microgramas de NaN{..

Pipete aliguotas (de 0,25 a 10mi) desta
solugdo para balBes volumétricos de 25mi
Adicione 5ml da solucBo tampédo. e 10ml do
reagente para desenvolver cor. Complete o

volume com sSgua. Cologque os baldes em
barho & femperatura de 25 a 30°C, durante
30 minutos, para o desenvolvimento da cor.
Esfrie & temperatura ambiente e leia em
espectrofotdémetre em cela de lem a 474 nm,
usando como branco umsa solucadc contenrdo
10 ml do reagenic para desenvelver cor, e
Agua destilads.

Com os valores obtidos consirua a curva
padrao.

Procedimento

Prepare da amostra

Cologue cerca de 100g da amosira no
liguidificador, batendo até completa homoge-
neizagdo. Guarde em recipiente com tampa,
enchendo-o bem de modo que figue livre do
ar. Conserve em geladeiva. A anslise do
produto deve ser feita o mais breve possivel,
apds a homogeneizagio. Em casos de prodo-
tos crus, a analise deve ser efetuada imedia-
tamente.

Desproteinizagdo

Pese 10 g da amosira homegeneizada em
um béquer de 150ml. Adicione 5ml da
solugao I (bérax} e cerca de 40ml de dgua
destilada, a temperatura acima de 70°C.
Aqueca em banho-maria fervente por 15 mi-
nutos, agitande freglientemente. Deixe esfriar
4 temperatura ambiente. Adicione 2ml da
solugdo Il (ferrocianete de potéssio) e 2ml
da solucdo III (acetato de zinco). Agite
vigorosamente apos cada adigiie. Transfira
a amestra para um balio volumétrico de
100 mi.  Deixe o balfio em repouso por 30
minutos A temperatura ambiente. Complete
o volume com dgua destilada. Agite o con-
tetide do baldo vigorosamente e filtre em
papel livre de mnitritos e nifrates. Esta
solugio estd pronta para as determinacbes de
nitrito e nitrato,

Determinacio de nitrite

Pipete 10 ml da solugfio desproteinizada da
amostra para um baldo volumétrico de 25 mh
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TABELA 2

Determinacfio de nitritos » nifrdtos em ameostras de salsicha

NaNQO, { NaNOQ, NaNQ, 4 NaNO,
BXDPTESE0R EXDYEsE08
Amostra | NaNOQ, NaNQ, em NaNQ, Amostra | NaNO, NaNO, | em NaNQ,
noe p.p.m. P p.p.m, n.e p.p-m. p.p.m. R RN
i 92,85 156,81 219,87 24 34,24 162,22 157,8%
2 41,33 98,61 121,48 25 60,00 47,15 98,30
3 3,09 197,67 163,66 26 6,82 55,23 51,68
4 9893 165,00 143,92 29 9,58 175,60 101,66
5 6,24 14,85 18,30 28 5,66 122,80 105,41
6 3,16 10,97 60,81 29 26,49 187,70 178,96
7 2,51 136,34 113,66 30 14,82 85,57 84,38
8 15,90 139,89 128,58 31 4,66 114,12 97,36
9 282 23,15 21,68 32 240,00 22,50 258,27
10 501 9,12 i3,31 a3 4,68 154,13 129,88
11 5,16 12,27 15,12 34 4,99 05,27 82,38
12 5,99 144,66 125,12 35 44,32 93,10 119,54
13 6,24 14,35 18,30 38 126,80 12722 229,94
4 13,74 239,50 208,29 37 41,62 254,42 248,30
15 35,09 64,44 87,41 38 5,49 109,57 95,00
i6 55,80 145,78 177,47 35 45,80 240,28 248,30
17 26,59 85,53 §0,22 40 80,00 276,81 309,90
18 31,89 255,67 239,02 41 135,00 161,88 266,50
19 44 .07 208,2; 208,65 42 120,05 168,22 266,60
20 27,83 b3 .34 71,16 43 30,18 186,42 166,60
21 46,33 166,88 177,02 44 30,80 43,06 64,98
22 18,18 213,38 189,47 45 7,66 187,58 159,99
23 38,67 E 70,27 93,75

Adicione 5ml da solugfio tampéo e 10ml da
golugio de alfa-naftol. Deixe em banko a
95-300C, durante 30 minutos. Esfrie & tem-
peratura ambiente, faga a medida a 474pm
em espectrofotdmetro em cela de 1em. Cal
cule o valor de nitrito naz amostra, usande a
curva padréo previamente estabelecida.

Determinaedo de nitrato

Pipete 20 ml da solugiio desproteinizada
para um béquer de 150 ml e adicione 5 ml da
solugdo tampio. Cologue o conteddo no funil
de separagiio e passe pela coluna de cédmic
a uma velocidade de b mi/min, rejeitando os
primeiros 10 ml. Passe Agua destilada através
da coluna até recolher 100 ml do eluado em

i64

um baléo volumétrico, Tome precaugdes para
que 2 coluna ndo seque. Pipete 10ml do
eluade para balio volumétrico de 25 ml, adi-
cione Sml da solugfo tampic e 10ml deo
reagente para desenvolver cor e proceda como
na determinacio de nitrito.

Calenle ¢ valor de nitrito total da amostra,
usando a curva padrfio. Depois de subtrair
o valor de nitrito obtido anteriormente, caleule
o valor de nitrato na amostra, multiplicando
pelo fator 1,231.

Cilewlo

f (nitrito <4 nitrate) — nitrio] 1,281 =
€m

NaNoQ, em NaNQ,

= mnitrato, em NaNOQ.
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TABELA: 3

Determingede de nitvitss e nitrafos em amostiras de presunto

NaNO, 4 NaNO, NaNO, 4 NaNO,
eXpTessos expressos
Amostra | NaNQ, NaNQ, em NaNOQ, Amostra | NaNO, NakO, em NaNQ,
n.° p.p.m. P, .p.m. n.o BB p.p.m P.p.m.
1 21,08 92,74 96,33 29 32,33 75,84 93,29
2 5,83 13,562 18,61 30 22,13 79,38 86,80
3 2,51 245,66 202,07 81 22,13 157,40 150,00
4 21,82 185,12 131,68 32 108,30 100,51 189,95
b 43,24 19,05 58,71 33 7,32 D258 50,00
é 85,80 181,59 233,31 34 18,65 52,03 61,65
v 2,01 43,55 38,28 35 8,59 87,35 79,95
8 28,24 25,77 49,98 36 8,66 47,18 44,95
S 51,24 281,55 279,95 37 145,65 172,13 286,48
10 19,99 6,12 24 9% a8 28,99 7865 88,34
11 43,34 168,54 126,64 3% 14,82 155,80 148,38
12 25,38 141,10 138,95 44 7,85 126,21 118,30
13 8,33 142,14 123,79 41 13,33 143,58 129,57
14 8,99 9,42 16,66 42 2,66 86,47 9,90
15 942 9,863 16,75 43 5,32 28,54 36,683
16 93,58 78,69 97,50 44 3,32 14,34 14,08
17 25,69 288,84 280,90 45 5,32 38,54 36,63
18 12,59 169,14 101,65 46 15,08 62,26 858,65
19 4,66 61,53 58,65 ‘47 54,00 28,89 73,31
2¢ 25,32 20,06 41,62 48 33,33 59,45 81,83
21 28,00 118,13 124,97 49 40,66 98,63 121,50
22 28,56 131,27 13330 50 15,08 62,36 66,65
23 5,86 20,07 21,96 i34 43,33 90,25 116,80
24 32,99 107,04 119,95 52 26,92 47,57 74,97
25 21,66 92,83 96,87 53 33,51 225,44 217,04
26 24,99 158,00 154,16 54 72,45 265,60 281,37
27 1759 234 27 268,30 55 31,89 130,87 138,29
28 6,32 80,35 71,60
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RESULTADOS B CONCLUSAO

Os resultados obtidos na andlise das 100
amostras estdo distribuidos nas tabelas 2 e 3.
Pode-se observar uma grande variabilidade
nos valores de nitrato de sédio, sendo que
spenas algumas amosiras ultrapassaram 200
P.p.m. e, em apenas uma, a4 soma de nitrite
e nitrato atingiu 300 p.p.m. E interessante
comparar esses resuitados com levantamentos
feitos com ¢ método de eliminacfo de fons de
cloro ¢ reagfo colorimétriea, com Acide fenol-
dissuifénice, como foi feito por KoMATSU ef

alii’. Analizando 510 amostras de embutidos
diversos, coletados em supermerecados ¢ fri-
gorificos em Sfo Paule, aqueles autores nio
encontraram nenhum valor excedendo 200
p.p-m. Tanto um como o outre levantamento
indicam que as inddstrias estdo se atendo as
recomendacdes legais vigentes, nio ultrapas-
sando os limites de emprego de nitritos e
nitratos.

Recomendamos o método descrito pars ans.
lise de conservas de carnes e embufidos pelas
vantagens que apresenia em tempo e segu-
ranga sobre os outros.
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LARA, W, H.; TAKAHASHI, M. ¥, & SILVEIRA, N. — Determination of nitrites

and nitrates in cured meat.

SUMMARY:
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Fsoilet & Rateliffs method for determination of nitrite and nitrate

in meat products was simplified and successfully emplayed in the analysis of 55

samples of ham and 45 of sausape obtained at SZec Paulo city supermarkets.

Oniy

cne sample gave & value of more than 308 ppm. of nifrite plus nilrate (expressed

as sodium nitrite).

DESCRIPTORS:
nitrite and nitrate determination,

nitrate, =nifrite, determination in cured meat;

meat, cured,
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