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RESUMO

A utilizacdo do sorbato de potassio como conservante é regulamentada pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria — ANVISA e seu uso ndo é permitido para carnes e produtos carneos no Brasil,
com excecdo da aplicacdo na camada externa de produtos cérneos das categorias de
industrializados secos e salgados crus. A importancia de quantificar esse aditivo em carnes e
produtos carneos é detectar fraudes. Nesse estudo foram realizados ensaios para estabelecer um
método analitico adequado para deteccdo e quantificacdo de sorbato de potdssio em produtos
carneos. Apos ensaios preliminares, procedimentos baseados no método descrito na norma NMKL
n° 124, e em artigos que referenciam essa norma, foram feitos testes com amostras de mortadela e
costela defumada, isentas de sorbato (brancas) e fortificadas com sorbato de potassio. A extracao
do analito foi realizada com solu¢gbes de metanol e 4gua. A deteccdo do sorbato de potéssio foi
feita através de cromatografia liquida com detecc¢édo por UV e a quantificacdo através da injecdo de
solugBes padrdes desse analito. Os resultados obtidos permitiram verificar que o método definido
para andlise de produtos carneos apresenta caracteristicas satisfatorias de linearidade (R*= 0,998),
recuperacao (93,6%) e limite de deteccdo (<1mg.L™).
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ABSTRACT

The use of potassium sorbate as a preservative is regulated by the National Health
Surveillance Agency - ANVISA and its use is not permitted for meat and meat products in Brazil,
except for the application in the outer layer of meat products in the dry and salted processed
categories. The importance of quantifying this additive in meat and meat products is to detect fraud.
In this study, tests were carried out to establish an adequate analytical method for the detection and
quantification of potassium sorbate in meat products. After preliminary tests, procedures based on
the method described in the standard NMKL n°® 124 and in articles that refer to this standard were
tested with samples of mortadella and smoked rib free of sorbato (blank) and samples fortified with
potassium sorbate. The extraction of the analyte was performed with solutions of methanol and
water. The detection of potassium sorbate was done through liquid chromatography with UV
detection and quantification through the injection of standard solutions of this analyte. The results
obtained allowed to verify that the method defined for the analysis of meat products has satisfactory
characteristics of linearity (R2 = 0.998), recovery (93.6%), detection limit (<1mg.L-1), sensitivity /
selectivity. it is permitted for meat and meat products in Brazil, with the exception of the application
in the outer layer of meat products in the dry and salted processed categories.
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1. INTRODUCAO

Para a tecnologia de alimentos, a preservacao quimica de produtos abriu portas para um
grande crescimento, de modo que conservantes sdo adicionados para retardar alteracbes
microbiolégicas e enzimaticas e aumentar a vida Util, sem que prejudiguem a saude dos
consumidores. O acido sorbico (E200) e seus sais de sodio, potassio e célcio (E201, E202, E203),
tém sido utilizados para a prevencdo do desenvolvimento microbiolégico em diversos produtos
alimenticios e inibem bolores, leveduras e outras bactérias (Gerschenson et al. 1986). A utilizacao
desses conservantes € regulamentada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — Anvisa e a
legislacdo deve ser acatada pelas empresas que empregam esses conservantes em seus

produtos.

O sais de acido sorbico sao utilizados por apresentarem maior solubilidade em agua quando
comparados ao acido em comparacdo ao acido. Sua aplicabilidade depende do pH do produto,

sendo maior em meio acido (predominante na forma nao-dissociada), por isso sdo empregados em
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alimentos com pH inferior a 6,5, tais como os queijos, laticinios e etc (FOOD INGREDIENTS
BRASIL, 2011).

Apesar de o sorbato ser considerado uma substancia aditiva GRAS (Generally Recognized
As Safe) pelo FDA (Food and Drug Administration), a RDC n° 272, de 14 de marco de 2019 da
Anvisa, ndo autoriza o uso do sorbato na formulacdo dos produtos carneos. Seu uso € liberado
apenas na camada externa de produtos carneos das categorias de industrializados secos e
salgados crus. Essa restricdo se deve ao fato do sorbato e nitrito em conjunto no pH gastrico,
formarem espécies mutagénicas e genotdxicas, dentre elas o acido etil nitrilico (ENA) e a 1,4-
dinitro-2-metilpirrol (NMP) (OLIVEIRA, 2014). No trabalho realizado por PYLYPIW (2000) foi
utilizada a cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccéo por UV a 255 nm, coluna de fase
reversa C18 e fases moveis acetonitrila e tampao de acetato de amoénio. Analisou-se diversos
alimentos processados como sucos de frutas, pasta de amendoim e molho de soja. Produtos
industrializados brasileiros foram avaliados quanto ao teor de acido sorbico e benzébico por método
utilizando cromatografia liquida de alta resolugdo com detector de arranjo de diodos, coluna de fase
reversa C18 e fases mdveis acetonitrila, agua e tampdo acetato de amodnio-acido acético no
trabalho conduzido por TFOUNI (2002). Nesse estudo foram avaliados refrigerantes, sucos,
margarinas, iogurtes e queijos. Molognoni (2015) desenvolveu um método para analise simultanea
de &cido sorbico, natamicina, nisina e tilosina em produtos lacteos por cromatografia liquida com

deteccao por espectrometria de massas (LC-MS).

GOLGE et al (2015) validaram um método baseado na norma NMKL n° 124 para
determinagdo de acido sorbico e acido benzoico em amostras de catchup, cujos parametros de
validagdo obtidos para o é&cido sérbico foram 0,998 de coeficiente de determinacdo (R?),
recuperacéo de 81,7% e 85,1% em concentracdes de 50 mg.Kg™ e 250 mg.Kg™, respectivamente;
limite de deteccéo de 2,49 mg.Kg™ e de quantificac&o igual a 8,29 mg.Kg™. Essa norma também foi
utilizada como referéncia por KUCUKCETIN et al (2008) na analise de produtos lacteos comerciais.
Os niveis de acido sorbico e benzoico em conservas de azeitona verde também foram
determinados com base no método descrito na NMKL n° 124 por BAYIZIT et al (2019) na Turquia.
A norma NMKL n° 124 é preconizada pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento —
MAPA (BRASIL, 2019) para analise de acido soérbico/sorbato em produtos carneos e descreve um
método para determinacdo de acido sérbico, entre outros conservantes, através da técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detec¢do por ultravioleta (CLAE-UV) aplicavel a
diversos tipos de alimentos. A importancia da determinagédo do sorbato nos produtos carneos esta
em detectar sua presenca em produtos carneos, cuja adicdo ndo € permitida pela legislacao
brasileira vigente.
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Materiais
2.1.1 Amostras

Foram utilizadas amostras comerciais de mortadela e costela defumada, que foram
previamente analisadas quanto ao teor de acido sorbico/sorbato e com resultado negativo para

esses conservantes.
2.1.2 Vidrarias e equipamentos

Foram utilizados frascos de vidro para homogeneizacdo, balées volumétricos, provetas,
funis, papel de filtro Whatman n°4, seringas, filtro de seringa PVDF 0,45 um e membrana de

filtracdo de Nylon® 0,45 pum.

Os seguintes equipamentos foram utilizados: homogeneizador Omni  Mixer (Omni
International), banho ultrassénico (UNIQUE), micropipetas volumétricas, Cromatoégrafo liquido:
Shimadzu Class VP, composto de um sistema quaternario de bombas LC-10AT, médulo
controlador SCL-10A, injetor SIL-10AF, forno CTO-10AS, coluna ACE 5 C18 (5 um x 250 x 4,6 mm)
e detector UV-VIS SPD-10A. Sistema cromatogréafico controlado pelo programa Class VP 6.13 SP2.

2.1.3 Reagentes e Solucdes

Foram utilizados os seguintes reagentes: Sorbato de potéssio (Sigma-Aldrich, 99,0%),
Metanol grau HPLC (PanReac), Acido acético glacial (PanReac), agua ultrapura (MilliQ).

2.1.3.1. Preparo de solucbes

Solucgéo estoque de sorbato de sédio 1000 mg. L™: pesou-se 200 mg de sorbato de sodio e
dilui-se em 200 ml de solucdo de 35% de 4gua e 65% de metanol.

Solucdo tampdo 0,1 mol. L™, pH 4,74: dilui-se 5,7 ml de é&cido acético glacial em
aproximadamente 900 ml de agua deionizada, ajustou-se o pH para 4,74 com solucéo de hidroxido

de sbdio 5mol/L e o volume foi completado para 1000 ml com 4gua deionizada.
Fase madvel: 300 ml de solucao tampao foram adicionados em 700 ml de metanol.
2.1.3.2. Curva analitica

Foram preparadas solucdes de sorbato de sddio nas concentracbes 1,0; 5,0; 10,0; 25,0;
50,0 e 100,0 mg.L™ a partir da solucdo estoque na concentracéo de 1,0 g.L™, que foram diluidas

em solucédo de 35% de agua e 65% de metanol.

2.2 Métodos
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2.2.1. Preparo da amostra

Foram pesados 10,00 g de amostra previamente triturada em frasco de vidro, adicionados
50 ml de agua deionizada e homogeneizados por 2 minutos a velocidade 3 do homogeneizador
Omni Mixer. Esse conteudo foi transferido para baldo volumétrico de 100 ml com adi¢cdo de 30 ml
de metanol e completando o volume com agua deionizada. Apds agitacdo, o contetdo do baldo foi
filtrado em papel de filtro Whatman n°4. Uma porcéo de aproximadamente 2 ml foi filtrada em filtro
de seringa de PVDF 0,45 um.

2.2.2. Analise cromatografica

Foi utilizada como fase mével a mistura de 30% de tampao acetato 0,1 mol/L, pH 4,74 e
70% de metanol; com elui¢do isocratica e coluna C18 a temperatura de 30°C, injecdo de 20 pL,
fluxo de fase mével de 1ml/min e detector UV com comprimento de onda variavel, onde foram
avaliados os comprimentos de onda 254 nm (BAYIZIT, 2019) e 262 nm (GOLGE, 2015).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Através dos testes e ensaios realizados foi possivel detectar e quantificar satisfatoriamente
o0 sorbato de potéssio adicionado as matrizes de produtos carneos isentos desse conservante.

Nas condi¢des cromatogréficas utilizadas, o sorbato de potassio produziu um pico no tempo
de retengdo 3,6 minutos, que pode ser verificado tanto para a amostra fortificada quanto para o
padrdo injetado (figura 1). O tempo de retencdo desse composto foi confirmado pela andlise de
solucdes padréo dessa substancia (figura 2) nas mesmas condicfes cromatograficas utilizadas

para andalise das amostras.
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Figura 1: Cromatogramas do padréo de sorbato de sodio (traco azul) e da amostra fortificada com
sorbato de sédio (traco rosa).
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Figura 2 : Cromatogramas dos padrdes de sorbato de potéssio: concentragdes entre 1 e 100mg.L™.

A andlise das amostras isentas de sorbato permitiu verificar que, apds extracdo, ndo ha
substancias presentes na amostra que produzam picos interferentes na mesma regido ou mesmo
tempo de retencdo do pico cromatografico produzido pelo sorbato de potéssio (figura 3).
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Figura 3: Cromatogramas da amostra de mortadela sem sorbato (traco azul) e fortificada com
sorbato (traco verde).
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A linearidade de 0,998, expressa como coeficiente de determinacéo (R?) foi obtida a partir
da regresséo linear aplicada as leituras realizadas em duplicata das areas referentes aos pontos da
curva analitica 1,0; 5,0; 10,0; 25,0; 50,0 e 100,0 mg.L™. Foi considerado o comprimento de onda de
254 nm por apresentar absor¢éo ligeiramente maior do que no comprimento de onda 262 nm.

A recuperacao de 93,6% foi obtida através da analise de amostras de mortadela branca e

fortificada com 100 mg.Kg™ de sorbato de sédio.
4. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos conclui-se que 0 método de determinacdo de sorbato em
carnes e produtos carneos é compativel com os equipamentos disponiveis no laboratério de fisico-
quimica, produzindo resultados confiaveis e que sejam aceitos por 6rgdos competentes ligados a

area de carnes e produtos carneos.
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