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Desenvolvimento e Validagdo da analise simultanea de Nitrito e Nitrato de

Sodio em salsicha por Cromatografia de fons

Resumo: Nitritos e nitratos atuam como agentes de cura em produtos carneos.
Tradicionalmente, a determinacdo destes aditivos € realizada via colorimétrica por
espectrofotometria, método extremamente trabalhoso. Por isso, objetivou-se desenvolver e
validar uma metodologia para determinacao de nitrito e nitrato de sddio em salsicha através
da cromatografia de ions, uma técnica de alta sensibilidade e precisdo. Os parametros
qualitativos obtidos foram: linearidade, exatidao, preciséo, limite de deteccdo e quantificacao
do método. A faixa linear de trabalho do método foi de 0 mg/kg a 2 mg/kg e 0 mg/kg a 10 para
nitrito e nitrato, respectivamente. A recuperacao média foi de 105,5% e 100,8% para o nitrito
e nitrato, respectivamente. O método desenvolvido mostrou-se eficiente para andlise de nitrito
e nitrato em salsicha.

Palavras-Chaves: Validagdo; Nitrito; Nitrato; Cromatografia de lons; Salsicha.

Abstract: Nitrites and nitrates act as curing agents in meat products. Traditionally, the
determination of these additives is performed via colorimetric spectrophotometry, an
extremely labor intensive method. Therefore, the objective was to develop and validate
a methodology for the determination of nitrite and sodium nitrate in sausage through
ion chromatography, a technique of high sensitivity and precision. The qualitative
parameters were: linearity, accuracy, precision, limit of detection and quantification of
the method. The linear working range of the method was 0 mg / kg to 2 mg / kg and O

mg / kg to 10 for nitrite and nitrate, respectively.. The average recovery was 105, 5%
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and 100.8% for nitrite and nitrate, respectively. The method developed was efficient

for analysis of nitrite and nitrate in sausage.

Keywords: Validation; Nitrite; Nitrate; lon Chromatography; Sausage.
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1. INTRODUCAO

A alimentacdo é um dos requisitos basicos para sobrevivéncia e manuten¢édo da vida
adaptando-se as mudancas oriundas da globalizacéo, caracterizando a transic¢ao nutricional, que
corresponde as mudancas do habito alimentar e consequentemente da dieta das pessoas
concomitantemente a mudangas sociais, econdmicas e demogréaficas!, da populagio que vem
substituindo os alimentos in natura por alimentos processados®. Tal fato tem preocupado a
comunidade cientifica, bem como a Saude Coletiva, j& que esta ultima absorve a populagéo
com DCNT (Doengas Cronicas Ndo Transmissiveis) devido ao empobrecimento da dieta,
decorrente do consumo excessivo de produtos processados.

Dentre as fontes de proteina de alto valor biol6gico, a carne € a mais consumida na
alimentacdo humana, sua transformacao em produtos carneos apds processamento na indudstria
resulta na obtencdo de linguicas, mortadelas, salsichas, apresuntados, presuntos, hamburgueres,
charques e salames®. Esses alimentos embutidos s&o constituidos por carnes ou outras por¢oes
do animal apo6s submissdo a técnicas de moagem, adicdo de condimentos e aditivos, e
armazenamento adequado, este processo resulta em alteracdes nas propriedades originais da
carne®.

Segundo a Portaria* da ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) n° 540, de

27 de outubro de 1997, no item 1.2 aditivo alimentar é descrito como
(...) qualquer ingrediente adicionado intencionalmente aos alimentos, sem proposito
de nutrir, com o objetivo de modificar as caracteristicas fisicas, quimicas, bioldgicas
ou sensoriais, durante a fabricacdo, processamento, preparacdo, tratamento,
embalagem, acondicionamento, armazenagem, transporte ou manipulacdo de um
alimento. Ao agregar-se podera resultar em que o préprio aditivo ou seus derivados
se convertam em um componente de tal alimento. Esta defini¢do ndo inclui os
contaminantes ou substancias nutritivas que sejam incorporadas ao alimento para

manter ou melhorar suas propriedades nutricionais.

Os nitritos e 0s nitratos atuam como agentes de cura em produtos carneos, com objetivo
de proporcionar uma coloragéo rosea e sabor tipico dos produtos curados. Além disso, inibem
ou retardam o crescimento microbiano, prolongando a vida de prateleira desses alimentos.
Também apresentam excelentes propriedades antioxidantes, evitando a rancidez dos produtos
carneos®. A aplicacéo destes sais — nitritos e nitratos —em niveis elevados pode ocasionar sérios

riscos a saude humana, pela possibilidade de efeitos toxicos agudos e crénicos. Em especial, 0
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nitrito, onde cerca de 1,0 g ja é tido como dose letal para o adulto. Os nitritos ingeridos em
excesso unem-se irreversivelmente a hemoglobina e originam a metahemoglobina, que, entéo,
se torna menos eficaz em transportar o oxigénio para todo o corpo®. Outro aspecto toxicoldgico
importante em relagéo a ingestéo de nitritos é a possibilidade de estes interagirem com aminas
e amidas, dando origem a compostos N-nitrosos, como as nitrosaminas que, sob certas
condicdes de exposicdo, sdo agentes potencialmente mutagénicos, carcinogénicos e
teratogénicos®.

Quanto maior a quantidade e frequéncia do consumo de alimentos processados, maior a
ingesta e 0 acimulo destes aditivos, e consequentemente maior o grau de toxicidade promovido
pelos mesmos’.

Independentemente de sua quantidade nos alimentos, os nitratos e nitritos tendem a
formar composto N-nitrosos. Considerando-se uma dieta normal, a quantidade de nitrato
ingerido situa-se em torno de 100 mg ao dia, sendo 0s principais representantes, carnes e
linguicas, e as hortalicas (até 200 mg ao dia) e raizes, estes ultimos devido ao uso de
fertilizantes®,

A adicdo de nitritos e nitratos em alimentos é oficialmente regulamentada, na maioria
dos paises. Contudo, as orienta¢cdes quanto ao seu emprego tém sofrido alteracdes nos ultimos
anos, principalmente nos paises em desenvolvimento. No Brasil, o 6rgdo regulamentador,
ANVISA, estabeleceu os limites maximos de 150 e 300 mg.kg- %, respectivamente®.

Tradicionalmente, a determinacdo de nitrito e nitrato de sddio é realizada através de
método colorimétrico especifico, oriundo de diazotacdo dos nitritos com &cido sulfanilico e
copulacdo com cloridrato de alfa-naftilamina em meio acido, formando &cido alfa-naftilamino-
p-azobenzeno-p-sulfonico, de coloracdo rosea, via espectrometria. No caso do nitrito a
determinacdo ocorre de forma direta, ja no caso do nitrato é realizada uma determinacdo indireta
pelo mesmo método precedido da sua reducdo em coluna de cadmio®. Tal metodologia é
extremamente trabalhosa.

Diante da importancia industrial e os possiveis aspectos toxicoldgicos causados por
esses aditivos é imprescindivel a detecgdo e 0 monitoramento dos seus teores atraves do uso de
técnicas de quantificagio de alto padréo e sensibilidade como a Cromatografia de fons, método
desenvolvido no comeco dos anos 1940, onde céations e anions sdo separados através de uma

resina de troca ibnica especifica. O efeito de separacdo é baseado na distribuigdo entre duas
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fases: uma fase é estacionaria e a segunda é uma fase movel que flui em uma determinada
direco, onde parametros como fator de retencéo, seletividade e resolucéo sdo avaliados®?.

E de fundamental importancia que os laboratorios disponham de meios e critérios
objetivos para comprovar, por meio da validacdo, que os métodos de ensaio que executam
conduzem a resultados confiaveis e adequados a qualidade pretendida, através do cumprimento
de protocolos implantados pelo INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacéo e
Qualidade Industrial),*> mediante analise critica de parametros como: precisio (obtido pela
repetitividade), exatiddo (obtido pela recuperacéo), linearidade, LDM (limite de deteccdo do
método) e LQM (limite de quantificagdo do método)®2.

Em suma, tendo em vista as consequéncias no ambito da Saude Publica, oriundas do
consumo excessivo de alimentos processados, devido entre outros fatores a presenca residual
de nitrito e nitrato de sddio, € imprescindivel o uso de técnicas aprimoradas e confiaveis na
quantificacdo desses sais em alimentos, com limite de deteccdo abaixo do valor méximo
estabelecido em legislacdo, de forma rapida e precisa. Nesse contexto o presente artigo tem
como objetivo desenvolver e validar o método por Cromatografia de fons para a determinacéo

simultanea de nitrito e nitrato de sddio em salsicha.

2. METODOLOGIA
2.1. Materiais e reagentes

Todos os padrdes empregados, nitrito de sodio (Sigma Aldrich, Lote: BCBR7891V,
Validade: 30/04/2018) e nitrato de sddio (Inorganic Ventures, Lote: K2-N0X02132, Validade:
07/07/2020), foram de pureza analitica com certificacdo da ISO GUIA 34, e a agua ultrapura
foi obtida a partir de um sistema de purificador de &gua (Sartorius, arium comfort I1).

2.2. Instrumentacéao e condi¢cdes analiticas

Para a realizacdo deste experimento, as amostras de carne foram homogeneizadas
usando um processador (Philips Wallita, Brasil), e posteriormente pesadas em balanca analitica
(Ohaus Adventur, USA). Logo ap0s, seguiu-se o experimento utilizando os instrumentos
citados a seguir: micropipetas de volume variavel de 1000 uL e 10000 uL (Brand, Alemanha),
banho maria com agitador magnético (Fisatom, Brasil), termdmetro de vidro de mercurio,

agitador magnético (Fisatom, Brasil), bomba a vacuo, e filtro de seringa 0,45um,
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Foi utilizado também um sistema de cromatografia de ions com detector UV-Vis,
modelo 844 UV/VIS Compact IC, da Metrohnm Company (Herisau, Suica), juntamente com o
amostrador 858 Professional Sample Processor, consistindo de uma bomba peristaltica de
gradiente GP40, um detector UV-VIS, um gabinete LC20, uma pré-coluna de anions Metrosep

A Supp 4/5 Guard e uma coluna de separagéo de anions Metrosep A Supp S 240/40.

Os resultados foram obtidos e analisados através do software Magic Net 3.1 e IC Net

2.3, utilizado para a geracdo de todos os dados cromatogréaficos.

Para deteccdo dos analitos (nitrito e nitrato de s6dio) no cromatografo de ions injetou-
se 20uL das amostras, para obtencdo dos resultados apds 20 minutos de analise. Ndo houve

controle de temperatura.

2.3. Preparo da amostra e Método de analise

Trata-se de uma pesquisa quantitativa e laboratorial, onde realizou-se testes com
amostras de salsicha comercializada na cidade de Salvador-Bahia, através da construgdo de uma
curva analitica no Cromatografo de fons com detector UV-Vis, com parametros de qualidades
exigidos para tal fim.

Utilizou-se instrucdes do DOQ-CGCRE-008 do INMETRO para validar o método
aplicado no experimento em questdo. Os parametros avaliados foram: Precisdo (através da
repetitividade), Exatiddo (através da recuperacdo), Linearidade, e os Limites de Deteccédo e
Quantificacdo do Método - LDM e LQM, ja que estes constituem o sistema de garantia de
qualidade em laboratorios de analise de alimentos.

Para avaliar a exatidao e preciséo, foram preparadas e analisadas dez replicatas de uma
amostra de salsicha contendo adi¢éo de padrdo em concentragcdes conhecidas de nitrito e nitrato
de sddio - 500 puL, adicionados as amostras apds pesagens das mesmas, para controlar com
criticidade a qualidade da analise, garantindo segurancga aos dados obtidos. Todas as replicatas
foram analisadas por um mesmo analista, utilizando os mesmos equipamentos.

Avaliou-se a linearidade através da construcdo de duas curvas analiticas no
cromatografo de ions com detector UV-Vis, com padrdes de nitrito e nitrato de sodio em cinco
niveis de concentracdo, na faixa de 0,10 mg/kg a 2,00 mg/kg e 0,50 mg/kg a 10,00 mg/kg,
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respectivamente. Utilizou-se o método de regressao linear para obter a equacdo da reta no
formato y = ax + b e o coeficiente de correlacéo.

A determinacdo do LDM e do LQM foi realizada atraves da analise de dez replicatas de
ensaios em branco, utilizando-se &gua ultrapura isenta de nitrito e nitrato.

Os dados relativos a exatiddo, precisdo, linearidade, LDM e LQM foram langcados no
software LABWIN-LIMS para célculo e obtencdo dos resultados apresentados neste artigo. O
software em questdo utiliza as equac6es e métodos de calculo descritos pelo INMETRO.

A amostra (salsicha de carne) foi adquirida na cidade de Salvador — Bahia, obtida de
forma aleatéria no comércio popular, previamente triturada em processador para, em seguida,
ser tratada segundo procedimento analitico descrito na figura 1.

Para a realizacdo do ensaio, desenvolveu-se o método, cujo principio consiste na
extracdo dos analitos da amostra, apds eliminagdo de interferentes (proteina e gordura) através
do uso da &gua de extracdo, obtida atraves de agua ultrapura aquecida sob agitacdo magnética

até atingir 80°C, e posterior leitura no Cromatdgrafo de fons, conforme figura 1.

5 g da amostra + '?n?;tgtrogogrﬁ Deixar em banho
50 mL ge agua(t)de agitador ter[)nostatlzado a
extracao a 80°C magnético 80°C por 1 hora

Pipetar 10 mL do
filtrado em baldo
volumeétrico de
50 mL

Filtrar a vacuo e
transferir para
baldo de 100 mL

Filtrar a solucgéo
do baldo em filtro
de seringa 0,45

ML

Transferir o
filtrado para os
vials

sodio em salsicha.

Deixar em
repouso até
temperatura

ambiente

Realizar a leitura
no Cromatografo
de lons

FIGURA 1: Fluxograma do tratamento da amostra e quantificacdo simultanea de nitrito e nitrato de




SENAI SEEhlris » Centro Universitario SENAI CIMATEC
CIMATEC F ’EB POS-GRADUAGAO - Ciéncia e Tecnologia de Alimentos

Federagao das Inddstrias do Estade da Bahia

As filtracBes sequenciais sdo necessarias para obtencdo de uma aliquota incolor, clara,
em temperatura ambiente, isenta de interferentes, a exemplo de compostos solidos como sais.
Caracteristicas essenciais para a correta quantificacdo dos analitos no equipamento de
cromatografia de ions. Além disso, é importante salientar 0 uso da 4gua de extracdo durante

todo o procedimento, inclusive para avolumar o extrato contido nos baldes volumétricos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No desenvolvimento de métodos € indispensavel que o mesmo seja validado, a fim de
garantir sua efetividade, aplicabilidade e reprodutibilidade, de modo também a garantir a
confiabilidade dos resultados encontrados. Desse modo, os resultados relacionados a validagéo

do método encontram-se na tabela 1.

Tabela 1: Dados obtidos da Validagdo

Parametros Nitrito (NaNO2) Nitrato (NaNO3)
Sensibilidade 2,902 ((&rea / (mg/kQg)) 2,756 ((&rea / (mg/kg))
Linearidade Até 2 mg/kg Até 10 mg/kg
Coeficiente de correlacdo “r” 0,9997 0,9990
LDM 3,1724 mg/kg 3,7362 mg/kg
LQM 9,6134 mg/kg 11,3219 mg/kg
Repetitividade (%CV) 4,8% 2,6%
Recuperacdo (Média) 105,5% 100,8%

Os parametros analisados comprovam que ha evidéncia objetiva, de que os requisitos
para aplicacdo do método desenvolvido foram atendidos. Os resultados demonstrados na tabela
1, ficaram dentro dos padrdes estabelecidos pela AOAC (Official Methods of Analysis of the
Association of Official Analytical Chemists)!*. Para a exatiddo, a recuperagdo deve estar na
faixa de 90% a 110%, o que pode ser constatado na tabela 1, e 2 respectivamente. Além da
precisao satisfatoria obtida, segundo o desvio padrdo encontrado como observa-se na tabela 2,
e também ja detectado pelo coeficiente de variancia demonstrado na tabela 1. Bem como,

evidencia a excelente repetitividade do método validado.
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No entanto conforme, a tabela 1, o limite de deteccdo e quantificacdo encontrados para
0 nitrito e o LQM do nitrato apresentaram-se superiores a faixa de trabalho definida na
construcdo da curva de ambos os analitos. Desse modo, é imprescindivel a leitura de novas
replicatas do branco, ou, se necesséario a ampliacdo da faixa de trabalho, e consequentemente
da linearidade da curva, de ambos os analitos. Sabe-se que para validacdo de método, é
necessario o cumprimento de diversos parametros, como exatidao e precisdo, sendo assim a
inadequacao dos parametros em questdo (LDM e LQM) ndo invalidam a contribuicéo cientifica

do presente estudo, bem como sua aplicabilidade na rotina laboratorial.

Tabela 2: Percentual de Recuperacdo obtida nas 10 replicatas analisadas para Nitrito e Nitrato
de Saddio.

Quantidade
Adicao padréo (%) | Valor Encontrado Recuperacéo (%) DPRP
+ DP? (%)
100 NaNO- 173 £ 8,23 105,5 4,8
100 NaNOs 973,1+25,3 100,8 2,6

@ Desvio padrao

b Desvio padrao relativo

Os resultados encontrados para a avaliagdo da linearidade estdo demonstrados no
Gréfico 1 e 2.
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Grafico 1: Curva analitica de Nitrito de Sédio.
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Gréfico 2: Curva analitica de Nitrato de Sodio.

O coeficiente de correlacdo linear foi igual a 0,9997 e 0,9990 para nitrito e nitrato,
respectivamente, superior ao determinado pela AOAC de > 0,995, o que garante a capacidade
do método de obter resultado proporcional a concentracdo dos analitos das amostras.

O cromatograma apresentado na figura 2 demonstra a leitura dos analitos na curva

analitica calibrada, onde os picos sdo nitidamente visualizaveis, livres de interferentes, de facil
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deteccdo, afirmando mais uma vez a confiabilidade do método desenvolvido e validado,

conforme cromatograma da leitura dos padrdes, de acordo com a figura 3.
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Figura 2: Cromatograma da amostra de salsicha com adi¢&o de padréo de nitrito e nitrato de sodio.
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Figura 3: Cromatograma obtido das leituras dos padrdes de nitrito e nitrato de sodio.

Os resultados obtidos referentes a adigdo de padrdo de nitrito e nitrato em amostra de
salsicha estdo indicados na tabela 2, e nesta pode-se constatar a boa recuperacdo das amostras,
e de niveis satisfatorios de reprodutibilidade e repetibilidade. Como viés do método também
nota-se a excluséo de dois resultados ao total que apresentaram-se distante da faixa de exatiddo
trabalhada de 90 a 110%, para nitrito e nitrato respectivamente, além da perda do Gltimo analito
na leitura do nitrato.



SENAI SEEhlris » Centro Universitario SENAI CIMATEC
CIMATEC F ’EB POS-GRADUAGAO - Ciéncia e Tecnologia de Alimentos

Federagao das Inddstrias do Estade da Bahia

Diversos estudos no campo da cromatografia também tém sido realizados a fim de
demonstrar a eficiéncia de tecnologias alternativas na deteccdo de ions de nitrito e nitrato de
sodio em produtos carneos. Tendo em vista a relevancia do aprimoramento de técnicas na
deteccdo desses ions, esses métodos tém sido desenvolvidos e validados para aplicabilidade na
rotina analitica. Em um desses estudos constatou-se uma excelente recuperacdo da analise de
nitrato em produtos carneos através da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC), de
98,02% a 98,99%, e um excelente coeficiente de correlacdo (r=0,997), ambos inferiores ao
estudo em questdo que foi de 100,8% e r=0,999, respectivamente. Ainda assim, 0 método de
HPLC desenvolvido obteve uma excelente recuperacdo, demonstrando-se adequado na
determinac&o de nitratos em amostras de carnes®®.

Quanto & aplicabilidade analitica da técnica de Cromatografia de fons ha uma ampla
diversidade de estudos cientificos em amostras de dgua, onde concentragcfes de analitos, como,
amonio, nitrito e nitrato entre outros elementos sdo detectados em aguas salinas e salobras de
modo rapida e eficaz, respeitando os requisitos de reprodutibilidade e sensibilidade exigidos
em técnicas analiticas, em especial, quando ndo convencionais®®.

A literatura vem contribuindo para o avanco e aplicabilidade de experimentos
alternativos, desde que validados, que substituam técnicas convencionais, a fim de dinamizar a
rotina laboratorial. Como a determinacdo de amodnia em rochas sedimentares por Cromatografia
de fons, em substituicio ao método classico de Kjeldahl, que assim como esse estudo
demonstrou-se um método simples, sensivel e mais rapido do que o método convencional®’.

Outras técnicas alternativas na determinacdo de nitrito e nitrato de s6dio em alimentos
como salsicha também tem sido desenvolvidas como a técnica de eletroferese capilar (CE), que
se mostrou eficiente na separacdo, identificacdo e quantificacdo desses analitos. Apesar de
necessitar de ajustes na extracdo a fim de aperfeicoar os limites de deteccdo, de acordo com a

conclusdo do experimento*®,

4. CONCLUSAO

O interesse da comunidade cientifica & cerca dos beneficios e implica¢fes a saude do
uso de conservadores alimenticios como o nitrito e nitrato remontam ao século passado, muitos
desses e muito dos estudos atuais quantificam esses ions através da técnica espectrofotométrica

UV-Vis, 0 que torna a pesquisa aqui demonstrada inovadora, no sentido de complementar e
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aperfeicoar o método de quantificacdo desses aditivos, propiciando automacao e otimizacéo do
procedimento analitico Além de dinamizar o processo analitico, agilizando a rotina laboratorial
e consequentemente a obtencdo de resultados com maior rapidez para tomada de deciséo pela
indUstria e o6rgdos fiscalizadores. E, também reducdo dos residuos gerados quando comparado
com o método tradicional espectrofotometrico.

O método analitico via cromatografia mostrou-se com repetitividade adequada na
determinacéo dos teores de nitrito e nitrato em amostras de salsicha. Além disso, apresentaram
exatidao, precisdo e linearidade satisfatorias. Desse modo, 0 método desenvolvido e validado
apresentou-se eficiente na determinacdo simultanea de nitrito e nitrato de sédio em salsicha por
Cromatografia de fons. Ainda assim, 0 mesmo requer aprimoramento no momento da extracao

a fim de eliminar possiveis perdas dos analitos analisados.
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