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Artigo

NITRATE AND NITRITE DETERMINATION IN FISH SKIN TEAS EMPLOYED FOR ASTHMA TREATMENT IN THE
SOUTHERN REGION OF RIO GRANDE DO SUL. The objective of this paper was to determine nitrate and nitrite anions in toasted
fish skin tea, which the population of southern Rio Grande do Sul believes to have pharmacological properties for trating asthma.
Two methods were compared, an official and one described by Guozhen et al., that has the advantage of not needing reduction of
nitrate to nitrite on a Cd column. The samples were the skin of the fish species Balistes capriscus (peixe porco) and Menticirrhus
littoralis (papa-terra), both crude and toasted, as traditionally used. The method of Guozhen ef al. was used due to its performance
(detection limit 0.005 umol/L NO, and 0.02 umol/L - NO, and mean recuperation of 100 and 97% respectively for each anion)

and results similar to those of the official methods under conditions used by the population, the estimated daily intake, of the teas
is equivalent to 0.03 to 0.05 mg of nitrate and 0.007 to 0.014 mg of nitrite. These values are in accord with safety recommendations

and don’t represent a health risk.
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INTRODUCAO

Na regido sul do Rio Grande do Sul segundo dados fornecidos
pelo CEPERG/RS' (de 1999 a 2001), as espécies Balistes capriscus
(peixe porco) e Menticirrhus littoralis (papa-terra) sdo pouco va-
lorizadas industrialmente, sendo utilizadas para fabricag¢do de
subprodutos, como farinha e silagem.

A utilizagdo de chds preparados com peles torradas de peixe
porco e papa-terra pela populagdo da regido sul do Rio Grande do
Sul, para tratamento de asma bronquica, chamou a atengdo de pes-
quisadores da Fundacdo Universidade Federal do Rio Grande, no
sentido de buscar uma forma de conferir cardter cientifico a um
conhecimento popular. Foram desenvolvidos varios experimentos
bioldgicos indicando que o efeito vasodilatador pode estar asso-
ciado a presenga de nitrato/nitrito nos chéds das peles de pescado®.
Cavalli®> demonstrou experimentalmente o efeito sobre a asma
bronquica submetendo cobaias acometidas de crise asmdtica ao
extrato de pele torrada de peixe porco, que reverteu o quadro pela
simples aspiragdo do vapor. A partir desta constatacdo iniciou-se
a busca por um procedimento analitico que pudesse quantificar
a presenca destes anions com segurancga, que fosse rapido,
acessivel e gerasse o minimo de residuos toxicos ao final das de-
terminacdes.

Diferentes autores atribuem a reversdao do quadro de bronco-
constricdo ao 6xido nitrico (NO), pois este estimula a enzima
guanilato ciclase que eleva os niveis de GMPc, causando relaxa-
mento da musculatura vascular lisa ou ativando canais de K* de-
pendentes de Ca**, o que leva a uma hiperpolarizacdo das células
da musculatura lisa independente dos niveis de GMPc?.

O NO, em humanos, pode ser sintetizado a partir de alguns
mecanismos envolvendo reacdes enzimdticas. Outra forma de
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sintetizd-lo € através dos fons nitrato e nitrito administrados como
medicacdo ou pela dieta. No caso de via oral, pela acdo de bactéri-
as na boca ou pela ac¢do de enzimas digestivas, o nitrato pode ser
rapidamente convertido a nitrito, que € reativo sob condigdes 4ci-
das no estdmago, podendo formar 6xido nitrico?®. Além desta pos-
sibilidade, o nitrito pode reagir com uma variedade de compostos
organicos, especialmente aminodcidos, e formar substancias
cancerigenas, como as nitrosaminas®’.

Grande nimero de metodologias analiticas tém sido propostas
para determinacio de fons nitrato e nitrito, incluindo a associagdo
de procedimentos cromatograficos, espectrofotométricos e poten-
ciométricos®!°. Os métodos espectrofotométricos sdo freqiiente-
mente empregados, pelos baixos limites de detec¢do, pela rapidez,
simplicidade e versatilidade de reagentes cromogénicos®!!.

Dentre os procedimentos mais conhecidos destaca-se o de
Griess, desenvolvido em 1879, uma técnica simples e que se tor-
nou oficial para quantificagdo de nitratos e nitritos, sob a forma do
fon nitrito, apés reagdo com sulfanilamida e etilenodiamina. A prin-
cipal desvantagem € a necessidade de se empregar colunas de
cddmio envelopado em cobre para redu¢do do nitrato e uma solu-
¢do de cloreto de cadmio para extracdo dos fons de amostras soli-
das. A coluna de reducdo precisa ser regenerada apds a passagem
de algumas amostras e desta regenerag@o resultam residuos que
precisam ser descartados, bem como o préprio amalgama depois
de um perfodo de uso®*'%.

Outro método espectofotométrico foi padronizado por Guozhen
et al."! para ser empregado em laboratérios com infraestrutra sim-
ples, pois possui as vantagens de ndo requerer emprego de colunas
redutoras e de ser sensivel a quantidades trago dos fons nitrato e
nitrito, com um erro maximo de 5% na determinag@o, causado pela
presenca de outros fons interferentes. A tendéncia atual €
disponibilizar procedimentos acessiveis e que gerem menos resi-
duos toxicos para descarte. Outro aspecto considerado neste traba-
lho foi disponibilizar uma metodologia confidvel, dentro deste cui-
dado com o tipo de residuo produzido durante a determinagdo, e
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que permitisse avaliar os riscos de contaminacio crdnica que a
populagdo possa estar sendo submetida por suas préprias crencas.

Estes fatos nortearam o presente trabalho, que visou determi-
nar fons nitrato e nitrito presentes em chds de peles torradas de
Balistes capriscus e Menthicirrus litorallis, para estimar os riscos
de contaminagdo pelo consumo destes no tratamento de asma
bronquica. Para isto comparam-se duas metodologias, a oficial e
outra descrita por Gouzhen et al.''.

PARTE EXPERIMENTAL
Equipamentos

Foram utilizados balanga Analitica Gilbertini (0,0000 a
200,0000 g), espectrofotdometro UV/Vis, Varian, modelo Cary 100
e estufa com circulacdo de ar, marca Quimis.

Reagentes e solucoes

Empregou-se solugdo extratora 1 (AOAC"): 50 g de CdCl,, 50 g
de BaCl, e 1 mL de HCI 18 M; solug@o extratora 2: 2,5 g de
(NH,),SO, com ajuste de pH para 8,5 com solu¢do de amonia dilu-
ida (30 %) completando o volume para 1 L com dgua; solugdo
tampdo de cloreto de amonio pH 9,6:5 g de NH,Cl em 50 mL de
dgua, ajustando o pH com NH,OH concentrado, elevando o volu-
me para 100 mL com dgua; solucdo estoque de nitrito de potdssio
5000 uM; solucdo estoque de nitrato de potdssio 4600 uM; solu-
¢do de sulfanilamida (R1): 50 mL de HCI concentrado diluido em
300 mL de agua, acrescidos 5 g do reagente sulfanilamida para
volume de 500 mL; solugdo de dicloroidrato de etilenodiamina (R2):
0,5 g de dicloroidrato detilenodiamina dissolvidos em 500 mL de
dgua; solucdo de p-nitroanilina 10 mM em 4cido cloridrico 2 M;
solucdo de o-naftilamina 10 mM em 4cido cloridrico 1 M; solugio
de resorcinol 2% (m/v) e solugdo 0,05 M de brometo de cetiltri-
metilamonio (CTMAB).

As solucdes cromogénicas foram preparadas no maximo 24 h
antes do uso.

Os sais para preparagdo das solugdes estoque de nitrato e nitrito
foram da Merck, o 4cido cloridrico e os demais sais e reagentes
cromogénicos foram da Synth.

Coleta e preparo das amostras

As amostras da espécie Balistes capriscus (peixe porco) foram
coletadas em uma industria pesqueira, nos meses de julho e agosto
de 2003, e as amostras de Menticirrhus litoralis (papa-terra), no
entreposto pesqueiro da cidade, no mesmo periodo. Os espécimes
amostrados foram individuos adultos, sem distin¢do de sexo.

Os espécimes de papa-terra foram escamados e fileteados se-
parando a pele do musculo. As peles foram homogeneizadas utili-
zando moedor manual de rosca sem fim. As amostras de peixe por-
co tiveram a pele separada do musculo, porém a maneira como as
escamas aderem a pele ndo permitiram a perfeita escamacio. Para
homogeneiza-las foi empregado um moedor elétrico para romper a
resisténcia ao corte. As por¢cdes homogeneizadas foram armazena-
das sob congelamento (-18 °C) até o momento das determinacdes
analiticas.

Uma parte das peles homogeneizadas dos dois pescados foi
separada para ser tratada de forma similar ao procedimento popu-
lar de preparo dos chds para tratamento de asma bronquica. Isto
consistiu em secd-las em estufa a temperaturas de 130 ou 160 °C
por 30 ou 60 min para cada temperatura, macerando-as posterior-
mente com auxilio de graal e pistilo.

Quim. Nova
Preparo das amostras analiticas

A 5 g de cada amostra foram adicionados 100 mL da solugido
extratora 1 e 100 mL de dgua, agitando-as durante 1 h com agita-
dor magnético a 30 °C. Em seguida, foram adicionados a mistura
20 mL de NaOH 2,5 M, diluindo com dgua até 250 mL e filtrando
posteriormente. Foram colocados 10 mL do tamp@o cloreto de
amodnio pH 9,6 em um baldo volumétrico de 100 mL diluindo com
a solucdo de amostra filtrada. O mesmo procedimento foi empre-
gado com a solug@o extratora 2.

As peles secas (5 g) nas duas temperaturas foram homoge-
neizadas e submetidas a refluxo por 30 ou 60 min com 100 mL de
dgua.

Metodologia oficial para determinacio de nitrato e nitrito

Rendimento das colunas redutoras de cddmio

Para determinacdo do rendimento da etapa de redugdo do ni-
trato a nitrito, colunas pldsticas de 15 cm de comprimento e 1 cm
de d.i. foram preenchidas por amdlgama, constituido por grios de
cddmio tratados com solu¢do ciprica (cddmio envelopado com
cobre).

Foram transferidos 100 mL de padrdes de 10 mM de NO,,
10 uM de NO, e dgua (branco) para provetas acrescidos de 2 mL
de NH,Cl (25%). De cada uma das solugdes foram eluidos 70 mL
pelas colunas de cddmio que foram descartados. Os 30 mL restan-
tes também foram eluidos pelas colunas. Dos eluatos foram retira-
das aliquotas de 5 mL as quais foram adicionadas de 100 uL. da
solucdo de sulfanilamida (R1) e 100 pL da solu¢do de N-naftil
etilenodiamina (R2) sob agitagdo. Apés 10 min foram realizadas
as leituras das transmitancias das misturas a 543 nm.

Do padrao de 10 uM de NO, preparado foi retirado uma aliquota
de 5 mL, sem passar pela coluna (padrdo de referéncia), sendo a
transmitancia determinada em 543 nm empregando-se cubetas de
1 e 5 cm, respectivamente, para nitrato e nitrito.

Curvas padrdo para nitrato e nitrito

Foi preparada uma solugio trabalho (ST) de nitrito de potdssio
250 uM. Desta foram retiradas aliquotas para o preparo dos pa-
drdes, cujas concentragdes variavam entre 0,25 e 2,5 UM. As solu-
¢des padrdes de nitrato de potdssio (0,25 a 15 uM) foram prepara-
das e previamente eluidas pelas colunas redutoras, conforme o pro-
cedimento descrito para o teste de recuperagdo. Nas aliquotas dos
padrdes foram adicionados 1 mL dos reativos R1 e R2, sendo as
transmitancias determinadas apés 10 min a 543 nm em cubetas de
1 e 5 cm, respectivamente.

Reducdo de nitrato a nitrito

Para redugdo do nitrato a nitrito as solucdes de amostras e pa-
drdo foram passadas pelas colunas de cddmio com rendimento pre-
viamente determinado para este experimento.

Determinagdo de nitrito em amostras analiticas

Foram tomados 5 mL dos extratos das amostras 100 puL da
solucdo R1, 100 UL da solucido R2 e a mistura foi agitada em ba-
nho ultrassonico. As transmitancias das solucdes foram determi-
nadas apds 10 min a 543 nm.

Determinagdo de nitrato em amostras analiticas

Foram tomados 15 mL dos extratos das amostras e 200 puL de
NH,CI (25% m/v) e colocados em provetas. Estas misturas foram
passadas pelas colunas redutoras, sendo os primeiros 7 mL descar-
tados. Para determinac@o dos fons na solugdo eluida restante foram
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tomados 5 mL. A estes foram adicionados 100 pL da solucdo R1 e
100 uL da solugdo R2. As transmitincias foram determinadas apds
10 min a 543 nm.

Método em estudo: Determinacio de microquantidades de ni-
trato e nitrito’

Curva padrdo para nitrato

Foi preparada uma solu¢@o padrdo de nitrato de potdssio con-
tendo 148 ug mL"' NO, (0,2415 g L' de nitrato de sédio, previa-
mente seco em estufa a 100 °C). Foram retiradas aliquotas de 50,
80, 100, 150, 180, 200, 260, 280 e 300 UL para baldes volumétricos
de 25 mL (solugdes padrdo). Foram adicionados 0,5 mL de acido
cloridrico 2 M, 0,6 mL de resorcinol e 6,5 mL de acido sulftrico
concentrado. Apdés 30 min, os volumes nos baldes foram comple-
tados com dgua e as transmitancias das solu¢des foram determina-
das a 505 nm.

Curva padrdo para nitrito

Foi preparada uma soluc@o padrio de nitrito de potdssio conten-
do 666 pug NO,/L (1 g L' de nitrito de potdssio previamente seco
durante 1 h em estufa a 100 °C). Foram retiradas aliquotas para pre-
paro dos padrdes de 15, 30, 45, 60, 75, 95 UL para baldes volumétricos
de 50 mL. Foram adicionados 1 mL de hidréxido de sédio 2M; 6 mL
de p-nitroanilina, ap6s 15 min 4 mL de o-naftilamina e ap6s 5 min
10 mL de CTMAB. Os volumes nos baldes foram completados com
dgua, agitados e as transmitincias medidas a 530 nm.

Determinagdo de nitrato nas amostras

Para determinagdo de nitrato foram utilizados 25 mL das amos-
tras, 1 mL de acido cloridrico 2M; 1,2 mL de resorcinol ¢ 13 mL
de 4cido sulfdrico concentrado. Ap6s 30 min, as misturas foram
diluidas com 4gua a 50 mL e as transmitancias lidas a 505 nm.

Determinagdo de nitrito nas amostras

Para determinagdo de nitrito foram utilizados 25 mL das amos-
tras, 1 mL de hidréxido de sédio 2M, 6 mL de p-nitroanilina, re-
pouso 15 min, 4 mL de a-naftilamina (repouso 5 min) e 10 mL de
CTMAB. As misturas foram agitadas, avolumadas com 4gua a 50
mL e as transmitincias medidas a 530 nm.

Determinagdo de nitrato e nitrito em chds de peles de pescados 897

Avaliacio da performance dos métodos

A avaliagdo da recuperagdo do fon nitrato foi realizada adicio-
nando-se 6, 12 e 18 mg do padrdo de KNO, a trés amostras de pele
de peixe porco torrada a 130 °C durante 30 min e trés amostras de
pele crua, que foram submetidas a extragdo com solugdo de sulfato
de amonio.

Para o fon nitrito foi realizada adicionando-se 1, 2 e 3 mg do
padrdo de KNO, a trés amostras de pele de peixe porco torrada a
130 °C durante 30 min e trés amostras de pele, crua submetidas a
extragdo com solugdo de sulfato de amonio.

As determinacdes das concentragdes dos fons nestas solucdes
foram realizadas segundo os procedimentos do método oficial e do
método em estudo.

Os limites de detecciio para os dois métodos em estudo foram
estimados através da determinacdo das transmitincias das provas
em branco. Os procedimentos foram repetidos 6 vezes. Os desvios
padrdo das absorbancias foram calculados, multiplicados por 3, sen-
do os limites de deteccio estimados nas respectivas curvas padrao'>!c.

Determinacdes estatisticas

Os resultados dos procedimentos foram comparados estatisti-
camente através de andlise de variancia e teste de Tukey empre-
gando o software Statistic 5.0 no modo ANOVA/MANOVA.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 estdo apresentados os resultados das quantificacdes
dos fons nitrato e nitrito que foram determinados nas amostras cons-
tituidas de peles cruas extraidas, conforme o método oficial e o
alternativo, e as tostadas, por 30 min, a 130 e 160 °C, extraidas sob
refluxo aquoso durante 30 min, empregando-se procedimentos
espectrofotométricos recomendados pelos dois métodos para quanti-
ficagdo. O método oficial>'™* recomenda como solvente de extra-
¢do uma solugdo aquosa de sais de cadmio e bario e requer a redu-
¢do de nitrato a nitrito usando colunas redutoras de amalgama de
cadmio. O método de Guozhen et al."" determina separadamente
cada anion e pode empregar solugdo de sulfato de amdnio para a
extra¢do, denominado método alternativo neste trabalho.

Tabela 1. Resultados médios das determinacgdes de nitrato e nitrito em peles de peixe porco e papa-terra empregando os métodos oficial e

alternativo
Amostras Método oficial (mg/100g) Método alternativo (mg/100g)
Nitrito Nitrato Nitrito Nitrato

PP(sulfato) 0,32 1,08 0,28 1,40
PP (cloretos) 0,47 2,21 0,39 2,08
PP (30%) 0,35 2,10 0,46 1,85
PP (60%) 0,33 2,00 0,34 2,45
PPT (sulfato) 0,80 1,20 0,65 1,40
PPT (cloretos) 1,09 2,15 1,03 2,05
PPT (30°) 0,45 4,48 0,37 3,40
PPT (60”) 0,43 1,8 0,54 2,55

PP (sufato): pele de peixe porco/extracdo com sulfato de amdnio; PP(cloretos): pele de peixe porco/extracdo com cloreto de cddmio; PP
(30’): pele de peixe porco torrada a 160 °C por 60 min/refluxo aquoso 30 min; PP(60): pele de peixe porco torrada a 160 °C por 60 min/
refluxo aquoso 60 min. PPT (sulfato) pele de peixe papa-terra/extragdo com sulfato de amdnio; PPT (cloretos): pele de peixe papa-terra/
extragdo com cloreto de cddmio; PPT (30’): pele torrada de peixe papa-terra torrada a 160 °C por 60 min/refluxo aquoso 30 min; PPT(60’):

pele torrada de peixe papa-terra/refluxo aquoso 60 min.
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Os resultados da Tabela mostram que as quantidades de nitrato
sdo superiores as de nitrito, nas diferentes condi¢des de extragdo e
quantificagdo, atingindo valores até 8 vezes maiores. Tal se justifi-
ca pelo fato do nitrato ser a forma oxidada mais estdvel do nitrogé-
nio. As concentragdes de nitrito s6 aumentam em baixos niveis de
oxigénio, onde ocorre a redugdo do nitrato (denitrificacio) ou du-
rante a biodegradagdo de nitrato ou nitrogénio amoniacal®!!!2.

Os valores médios das quantidades de nitrato e nitrito nas pe-
les cruas das duas espécies, determinados pelos dois métodos fo-
ram de 1,69 e 1,70 mg nitrato/100 ge 0,37 e 0,89 mg nitrito/100 g
para peles de peixe porco e papa-terra, respectivamente. Cabe sali-
entar que os resultados dos teores de nitrato para as duas espécies
foram sempre superiores quando se realizava extragdo com cloreto
de cddmio, especialmente no método oficial.

Quando foram determinados os {ons nos extratos aquosos obti-
dos sob refluxo, os valores médios encontrados foram 2,58 e 3,06
mg de nitrato/100 ge 0,37 e 0,46 mg de nitrito/100 g, respectiva-
mente, para peles de peixe porco e papa-terra. Neste caso os resulta-
dos encontrados pelos dois métodos diferiram menos entre si e o
coeficiente de variagdo entre eles ficou em torno de 16%. Isto mos-
tra que a extrac@o dos fons nas peles cruas € fortemente influenciada
pelo sistema extrator, com uma tendéncia a ter seus valores do anion
nitrato mais elevado quando se emprega solugio de cloreto de cadmio.

A comparag¢do com as informagdes disponiveis na literatura mos-
tra que os resultados diferem dos mencionados por Gangolli et al.®
1,1 mg/100 ge 0,12 mg/100 g para nitrato e nitrito no musculo de
pescados. Mesmo que no estudo as espécies e as porcdes estudadas
tenham sido de outras espécies, as diferengas encontradas ndo levam a
questionar os valores encontrados nas determinagdes realizadas.

Monser et al. determinaram nitrito em mdsculo de sardinha atra-
vés da oxidacdo de um complexo azul de fosfomolibdénio e nitrato
com o auxilio de colunas redutoras de cddmio. Seus resultados fo-
ram de 3,8 e 3,4 mg/100 g para nitrato e nitrito, respectivamente. Os
valores de nitrato encontrados em pele de papa-terra neste trabalho,
extraido sob refluxo durante 30 min e determinado pelo método al-
ternativo, foi semelhante ao mencionado pelos autores. Trata-se de
uma coincidéncia, pois nas demais condicdes de extragio e quantifi-
cagdo foram muito diferentes, o que € decorrente das diferencas en-
tre as espécies e da porgdo utilizada para a determinag@o.

Os dados da Tabela 1 foram comparados estatisticamente utili-
zando andlise de variancia, a 5% de significancia, onde foi verifi-
cado que pelo menos um dos tratamentos para a determinacio de
nitrato e nitrito diferiu. Portanto, foi realizado um teste de diferen-
cas de médias estatistica, o teste de Tukey a 5% de significincia,
para se avaliar a diferenca entre os tratamentos.

Na Figura 1 estdo ilustrados os resultados do teste de Tukey
para o contetido de nitrato e nitrito em pele de peixe porco. A Figu-
ra 2 mostra o resultado do teste para a pele de papa-terra.

Os resultados obtidos para o fon nitrito determinado em pele
de peixe porco crua mostraram que a extra¢do empregando solu-
cdo extratora 1 (cloretos) difere significativamente dos demais pelo
método oficial e pelo método em estudo. No entanto, apds o trata-
mento térmico das peles, as respostas obtidas pelo método oficial
ou pelo alternativo ndo diferiram significativamente, indicando que
os resultados foram afetados pelo sistema de preparo da amostra e
ndo pela reacdo quimica empregada para a quantificacdo. O mes-
mo caso foi observado para a pele de papa-terra, onde os resulta-
dos para as outras formas de extracdo diferiram do obtido com a
solucdo extratora 1 significativamente, o que ndo ocorreu com as
peles tratadas termicamente. Assim como no caso anterior, os da-
dos refor¢am que a diferenca entre a quantificacio pelos métodos
alternativo e oficial decorre da etapa de extragdo e preparo da amos-
tra e ndo pelo sistema quantitativo.
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Figura 1. Resultados dos teores de nitrato e nitrito obtidos pelos diferentes
sistemas de extragdo e quantifica¢do e suas significancias em pele de peixe
porco. Pelo menos 1 letra repetida significa que os tratamentos ndo tém
diferenga significativa a 5% e niimero repetido significa que o tratamento
tem diferenga significativa a 5%. Sulfato (extra¢do com sulfato); cloreto
(extragdo com cloreto de cddmio); 30 min (pele torrada a 160 °C e refluxada
por 30 min); 60 min (pele torrada a 160 °C e refluxada por 60 min); oficial
(determinagdo pelo método oficial); alternativo (determinagdo pelo método
alternativo)

No caso do fon nitrato as diferencas entre os sistemas de pre-
paro de amostra e sistemas extratores refor¢am o observado para o
nitrito, sempre com a tendéncia dos métodos nao diferirem signifi-
cativamente nos seus resultados quando a pele foi tostada.

O sistema extrator que emprega solugdo de sais de cloretos €
desvantajoso quando se consideram os descartes de residuos ao
final das determinagdes, além do proveniente das colunas reduto-
ras no processo de regeneragdo. Outro aspecto que chamou a aten-
¢do foi que os valores encontrados para fon nitrito, independente-
mente do reagente de derivacido empregado, foram sempre maiores
quando se empregava a solucdo extratora 1, sugerindo que o nitrato
pode estar sendo reduzido ja durante a etapa de extracdo em solu-
¢3o de cloreto de cadmio.

Estes dados foram bastante promissores, pois se o método al-
ternativo nado difere do oficial, quando ndo se emprega extraciao
com solugdes de cloreto de cddmio, ele pode ser empregado para
avaliar o efeito do tratamento térmico nos fons nitrato e nitrito nos
chds das peles de pescados consumidos pela populacdo.

Para corroborar com estas observacdes os dois métodos foram
comparados quanto aos limites de detec¢@o e recuperacdo empre-
gando peles cruas e torradas de peixe porco. Os resultados sdo
mostrados na Tabela 2.

O autor do método em estudo'' mencionou uma recuperacdo
média de 96% para nitrato e 97% para nitrito em estudo em dgua
potdvel. Os resultados neste caso foram semelhantes a estes e aos
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Figura 2. Resultado dos teores de nitrato e nitrito obtidos pelos diferentes
sistemas de extragdo e quantificacdo e suas significancias em pele de papa-
terra. Pelo menos 1 letra repetida significa que os tratamentos ndo tém
diferenca significativa a 5% e niimero repetido significa que o tratamento
tem diferenca significativa a 5%. Sulfato (extragdo com sulfato); cloreto
(extragdo com cloreto de cdadmio); 30 min (pele torrada a 160 °C e refluxada
por 30 min); 60 min (pele torrada a 160 °C e refluxada por 60 min); oficial
(determinagdo pelo método oficial); alternativo (determinagdo pelo método
alternativo)

do método oficial sendo, portanto, aplicaveis as determinagdes em
solucdes aquosas, como € o caso das amostras deste trabalho (chés).

Quanto ao limite de deteccdo observa-se que o método em es-
tudo apresentou um limite de deteccio 10 vezes menor para o fon
nitrato que o método oficial. Quanto ao nitrito, os resultados de
ambos foram proximos.

Considerando-se que o preparo doméstico das peles e dos chds
nem sempre € facilmente controldvel, o método alternativo foi es-
colhido para avaliar o efeito do tratamento térmico nos teores dos
fons quando as peles s@o tratadas a 130 e 160 °C por 30 e 60 min
para as duas temperaturas. Estas diferentes combinagdes de tempo
e temperatura visaram abranger as possibilidades de variacdo que
podem ocorrer domesticamente no preparo dos chds.

Na Figura 3 pode-se observar que os niveis de nitrito mantive-
ram uma tendéncia a constancia com a variacdo da temperatura e o
tempo de torra na pele de peixe porco. No caso do papa-terra, a
temperatura de tostagem e o tempo de refluxo provocaram maiores
variagdes nos teores deste anion. Possivelmente isto se deva ao
fato de que o nitrito ndo € a forma mais estdvel dos 6xidos de
nitrogénio sendo, portanto, mais afetado pela temperatura de
tostagem e pela composicio da matriz. Esta diferenca ¢ demons-
trada pelo teor de cinzas encontrado para as duas peles, 11 e 1%,
respectivamente, de peixe porco e papa-terra. A maior variagdo

Determinagdo de nitrato e nitrito em chds de peles de pescados 899

Tabela 2. Indicativos de mérito dos métodos em comparacio

Método oficial Método alternativo

NO/; NO, NO, NO;

3 2 3 2
L. deteccao (uM) 0,05 0,01 0,005 0,02
Recup. pele crua (%) 93 95 100 97
Recup. pele torrada(%) 97 95 98 96

Nitrato PPT

Nitrato PP

Nitrito PP Nitrito PPT

°C/min

E130/30 E1130/60 E160/30 [£1160/60

Figura 3. Influéncia da temperatura e do tempo de torragdo na concentragdo
de nitrato e nitrito determinados pelo método alternativo. Nitrato PP:
conteiido de nitrato em pele de peixe porco torrada; nitrito PP: conteiido de
nitrito em pele de peixe porco torrada; nitrato PPT: conteiido de nitrato em
pele de papa—terra torraday nitrito PPT: contetido de nitrito em pele de papa—
terra torrada

nos teores de nitrato em funcdo da temperatura também ocorreu na
pele de papa-terra, indicando a influéncia da composi¢do da ma-
triz durante o tratamento térmico.

Um outro aspecto importante destes resultados € a indicagdo
que o método alternativo pode detectar variagdes nas concentra-
¢des dos fons ocasionadas pelas condigdes de preparo.

A partir dos resultados encontrados nas condi¢des testadas, sob
0 aspecto seguranga para consumo humano, pode-se estimar o risco
decorrente do consumo dos chds considerando-se as informagdes do
“Safety Committee for Food (SCF)” da Inglaterra. Este recomenda
uma ingestdo didria alimentar maxima (IDA) de 1,08 g do fon nitra-
to e 1,8 mg do fon nitrito para adultos de 60 kg . As quantidades de
nitrato e nitrito que variaram entre 1,5 a 3 mg/100 g e 0,35 a 0,7 mg/
100 g, respectivamente, estdo abaixo desta recomendacio.

Segundo as informagdes dos consumidores a quantidade utili-
zada no preparo do chd contra os problemas respiratérios € de 2 g
de pele seca e moida por L/dia, para um homem adulto de 70 kg
(0,03 g/kg). Isto equivale a um consumo de 0,03 a 0,06 mg de NO,
€ 0,007 a 0,014 mg de NO,, ou seja, valores bem abaixo do reco-
mendado. Além disso, Cavalli?, em testes de toxicidade com ratos
machos Wistar, demonstrou que doses de 2,8 g/kg de extrato aquo-
so de pele de Balistes capriscus, o que equivale a 93,3 vezes o
consumido por um homem adulto de 70 kg, ndo provocaram sinais
visiveis de toxicidade ou mortalidade em nenhuma das cobaias.

CONCLUSAO

A comparagdo entre os resultados e a performance dos méto-
dos oficial e alternativo mostrou que este pode ser empregado para
determinag@o do conteddo de nitrato e nitrito em peles cruas e em
chds de peles torradas. O método de Guozhen ef al.'' neste trabalho
teve um limite de detec¢do 10 vezes mais baixo para o fon nitrato
que o método oficial. Quanto ao nitrito, os resultados de ambos
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foram semelhantes. As recuperagdes para os métodos também apre-
sentaram valores proximos a 100%.

O consumo didrio de 2 g de pele seca e moida para um homem

adulto de 70 kg (0,03 g/kg) equivale, de acordo com os valores
encontrados, a um consumo de 0,03 a 0,06 mg de NO, ¢ 0,007 a
0,014 mg de NO,. Considerando os limites recomendados como
seguros para consumo, um chd preparado com esta quantidade de
pele ndo ocasionaria danos a satde dos usudrios.
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