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RESUMO GERAL

Nitrito e nitrato sdo os principais ingredientes usados no processo de cura conferindo
aroma e cor avermelhada caracteristicos dos produtos curados como, por exemplo, a
salsicha e atuando como antioxidantes e antimicrobianos, impedindo o crescimento de
Clostridium botulinum. O efeito téxico mais relevante da presencga de nitrato e nitrito
¢ a formagdo de nitrosaminas as quais sdo compostos N-nitroso que podem ser
formados da reagdo de agentes nitrosantes com aminas secunddrias ou tercidrias. A
maior exposigdo a estes compostos acontece através dos alimentos, onde o modo de
preparo e processamento tem grande influencia na quantidade de nitrosaminas
presente no alimento, sendo que a formagdo de nitrosaminas durante o processamento
pode ser reduzida por incorporagdo de inibidores, tais como, dcido ascérbico ou a-
tocoferol. As nitrosaminas voldteis sdo as que mais ocorrem em alimentos, e sdo
potentes carcindgenos em animais de laboratério induzindo tumores em vdrios 6rgdos.
O propdsito do presente estudo foi otimizar e validar o método de amostragem
“headspace” por microextragdo em fase sélida (SPME, do inglés Solid Phase
Microextraction) usando cromatografia gasosa acoplada a um detector de
quimioluminescéncia (TEA, do inglés Thermal Energy Analyser) para a determinagdo de
nitrosaminas voldteis em salsichas “hot-dog”. As amostras foram adquiridas no
comércio da cidade de Campinas, Sdo Paulo. Nas amostras analisadas ndo foram
encontradas nitrosaminas voldteis em niveis detectdveis. Diferentes modos de
preparo, como cozimento em dgua e fritura, ndo contribuiram para a formagdo de
nitrosaminas. Os resultados indicam a auséncia de hitrosaminas nas amostras
analisadas devido, possivelmente, aos baixos teores de nitrito disponivel para a reagdo
com as aminas presentes ha carne e/ou pela acdo efetiva do ascorbato de sddio
atuando como inibidor da formagdo de nitrosaminas.

Palavras-chaves: nitrosaminas voldteis; salsicha “hot-dog"; microextragdo em fase

sélida.
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SUMMARY

During the curing process, nitrite and nitrate are the principal ingredients used for
curing. They confer aroma and colored color characteristic of the cured meat as
sausage, and act as antioxidants and antimicrobial, controlling the growth of
Clostridium botulinum. The most important toxic effect of the presence of nitrate
and nitrite is the formation of nitrosamines. These are N-nitroso compounds that can
be formed by the reaction of the nitrosating agents with secondary or tertiary
amines. The major exposure to these compounds happens through foodstuffs, where
the procedures of preparation and processing have great influence in the present
amount of nitrosamines in the food. The formation of nitrosamines during the
processing can be reduced by incorporation of inhibitors, such as, ascorbic acid or a-
tocoferol. The volatile nitrosamines are the ones that occur in foods more frequently,
and are strong carcinogens in laboratory animals inducing tumors in a variety of
organs. The purpose of the present study was to optimize and to validate a simple
method using headspace sampling by solid-phase microextraction gas chromatography
with thermal energy analyzer detector (HS-SPME-GC-TEA) for the determination of
volatile nitrosamines in hot-dog sausages. The samples were purchased from local
markets (Campinas, Sdo Paulo). In the analyzed samples volatile nitrosamines have not
been found in detectable levels. Different cooking procedures, as boiled in water and
frying, did not contribute to the formation of nitrosamines. The results indicate the
absence of nitrosamines in the samples analyzed possibly because of low content of
available nitrite for the reaction with the amines found in the meat and because of
the action of sodium ascorbate acting as inhibitor for the formation of nitrosamines.

Keywords: volatile nitrosamines; hot-dog sausage; solid-phase microextraction.
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INTRODUGCAO GERAL

Carnes curadas sao aquelas cujas caracteristicas originais da carne fresca
foram alteradas, principalmente através da adicao de sal, acucar, temperos, nitrito
e nitrato. O processo de cura da carne visa conservagao e atribui caracteristicas
organolépticas como cor, sabor e aroma (JUDGE et al., 1989; ROCA, 2005).

Dentre a grande variedade de carnes curadas encontradas no mercado
temos a salsicha. Segundo o Instituto ACNielsen, o mercado nacional
movimentou, no ano de 2004, 156.576 toneladas de salsichas (IPCE, 2005).

A presenca de nitrito e nitrato tem o potencial de induzir diversos efeitos
adversos a saude, tais como metemoglobinemia e a formacdo de compostos
carcinogénicos (WHO, 1978; MEAH et al., 1993). Diante do exposto a Secretaria
de Vigilancia Sanitaria do Ministério da Saude (ANVISA) estabeleceu como limite
maximo para a presenca, em produtos carneos, de sais de sédio e potassio para
nitrito e nitrato, 0,015g 100g™ e 0,08g 100g”, respectivamente (quantidade
residual maxima expressa como nitrito de sédio).

O nitrito reage com aminas secundarias e terciarias formando nitrosaminas
(WALKER, 1990). Estas s@o potentes carcinogénicos que podem induzir tumores
em varias espécies animais (IARC, 1978; TRICKER & PREUSSMANN, 1991;
GANGOLLI et al., 1994). O IARC (International Agency for Research on Cancer)
considera suficientes as evidéncias de que nitrosodimetilamina (NDMA),
nitrosodietilamina (NDEA), nitrosopiperidina (NPIP) e nitrosopirrolidina (NPIR) s&o
carcindégenos para humanos (IARC, 1978).

A maior exposicao a nitrosaminas acontece através da alimentacéo, onde o
preparo e processamento dos alimentos influenciam na quantidade de substancia
ingerida (LIJINSKI, 1999).

A formagédo de nitrosaminas em carnes curadas depende entre muitos
fatores do método de cozimento, concentracao de nitrito residual e/ou adicionado,
presenca de catalisadores e inibidores (GRAY & DUGAN, 1975; HOTCHKISS &
VECCHIO, 1985). Dentro da grande variedade de N-nitrosaminas existentes as

que geralmente ocorrem em alimentos sdo as volateis: N-nitrosodimetilamina



(NDMA); N-nitrosodietilamina (NDEA); N-nitrosodibutilamina (NDBA); N-
nitrosopirrolidina (NPIR); N-nitrosopiperidina (NPIP); e N-nitrosotiazolidina (NTHZ)
(DORADO et al., 2001).

Em alguns paises da Europa e nos EUA, ja existem limites para a presenca
de nitrosaminas em alimentos. No Brasil, além de ndo existir um monitoramento
de compostos N-nitrosos em alimentos, ndo existe uma legislacao definida.

Devido a presenca frequente da salsicha e outros produtos carneos
curados na dieta da populacdo brasileira com consequente ingestdo de
nitrosaminas, torna-se necessaria uma avaliacdo da presenca destes compostos
em alimentos industrializados.

Assim, o objetivo do presente trabalho foi otimizar e validar o método de
amostragem “headspace” por microextracdo em fase sélida (SPME, do inglés
Solid Phase Microextraction) usando cromatografia gasosa acoplada a um
detector de quimioluminescéncia (TEA, do inglés Thermal Energy Analyser) para a
determinacao de nitrosaminas volateis em salsichas “hot-dog”.
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CAPITULO 1

NITROSAMINAS VOLATEIS EM ALIMENTOS-REVISAO

Este trabalho serd submetido para publicagdo na Revista Higiene Alimentar.



NITROSAMINAS VOLATEIS EM ALIMENTOS-REVISAO

Resumo

As nitrosaminas sdo compostos potencialmente carcinogénicos para o
homem as quais podem ocorrer em alimentos como produto da reacao entre
aminas secundarias e nitrito. Neste artigo de revisdo sao fornecidas informacoes
sobre 0s aspectos toxicolégicos, epidemiolégicos, presenca em alimentos e
legislacao sobre estes compostos.

Palavras-chaves: nitrosaminas volateis, alimentos, toxicidade

Summary

Nitrosamines are potentially carcinogenic for man. These compounds can
occur in foods as the product of the reaction between secondary amines and
nitrite. In this article background information is provided on aspects of toxicology,

epidemiological, occurrence in foods and legislation about these compounds.

Keywords: volatile nitrosamines, food, toxicity

Introducao

Nitritos e nitratos estao presentes em uma grande variedade de alimentos
industrializados, assim como naturalmente em alimentos de origem vegetal. A
ingestdo de nitritos e nitratos pode apresentar efeitos tdxicos relevantes em
consumidores freqlentes de alimentos que contenham essas substancias. A
formagdo de N-nitrosaminas é um dos efeitos tdxicos considerados de maior
relevancia.

As N-nitrosaminas, compostos organicos conhecidos desde longa data,
tornaram-se objeto de intensivos estudos toxicologicos a partir de 1956, quando



Magee e Barnes relataram pela primeira vez a indugéo de tumores no figado de
ratos alimentados com racdo contaminada com N-nitrosodimetilamina (NDMA).
Desde entdo, muitas pesquisas tém sido realizadas com animais experimentais
objetivando avaliar os efeitos toxicoldgicos causados por N-nitrosaminas, sendo
que, a maioria destes compostos mostraram-se carcinogénicos em todas as
espécies testadas. Cabe ressaltar que das nitrosaminas avaliadas, as volateis sdo
as que apresentam maior potencial carcinogénico.

A exposicdo humana as nitrosaminas ocorre como conseqiéncia de
alguns habitos, tais como fumar, mascar tabaco, assim como pelo uso de
cosméticos, como o xampu. Contudo a maior exposicdo acontece através da
alimentacéo, sendo que o processamento e preparo dos alimentos influenciam na
quantidade de nitrosaminas formadas.

O intuito deste artigo de revisdo € fornecer informagcdes sobre as
caracteristicas, aspectos toxicoldgicos, exposicao, legislacdo e a presenca de

nitrosaminas volateis em alimentos.

Aspectos Quimicos e Fisico Quimicos das Nitrosaminas

As nitrosaminas sdo compostos N-nitrosos, de férmula estrutural
R1R2> NN=0O, onde R e Rz sdo grupos alquila ou arila (anexo 1). Dependendo do
radical Ry e R2 esses compostos podem ser encontrados na forma soélida, liquida
ou gasosa. De modo geral, as N-nitrosaminas sao estaveis, decompondo-se
apenas lentamente em solu¢des acidas ou por radiagéo ultravioleta (MAFF, 1992).

Compostos N-nitrosos podem ser formados pela reacdo do nitrito com
aminas secundarias ou terciarias, em meio acido (MIRVISH, 1975). Vérios estudos
in vivo indicam que a nitrosacao pode ocorrer no estdbmago apos a ingestao de
precursores pela dieta (WALKER, 1990).

A nitrosacdo pode ser definida como a substituicdo de um hidrogénio,
ligado ao nitrogénio da amina, por um grupo nitroso (figura 1).



X-NO + N-H —> HX + N - NO
/

yA yA

Figura 1. Reacéo geral de nitrosacéo.

Na formacao de agentes nitrosantes, o doador do grupo nitroso é formado
durante a reagado do nitrito (NO.) com proétons (H* ou HszO") formando, entre
outros, anidrido nitroso (N2Os), 0 qual € considerado o principal agente nitrosante

em alimentos, assim como na formagao de N-nitrosaminas in vivo. (figura 2).

H+ H+
NO, ——> HONO —— H,0*NO

NOz -H* l -H*
'\02 T +HONO

NO* °N —>
O+ lTOZ € NN . un

N204

Figura 2. Formacé&o de agentes nitrosantes.

O ambiente 4cido do estdmago pode ser considerado o mais importante
lugar para nitrosacéao in vivo (SHUKER, 1988).

A reacéao de nitrosacao pode ser influenciada pela presenca de inibidores
(compostos redox, tais como, ascorbato e vitamina E) e catalisadores (ions
metalicos, compostos carbonilicos e anions nucleofilicos, tais como: cloreto, iodeto
e tiocianato)(TRICKER & PREUSSMANN, 1991).



A presenca de bactérias pode promover a nitrosagéo in vivo e in vitro.
Trés hipoteses podem explicar este efeito: (i) a acdo local de bactérias nitrato
redutase aumenta a concentracdo de nitrito juntamente com a acidificacao do
meio de crescimento por produtos de metabolismo bacteriano (ambos promovem
a catalise acida das reagdes de nitrito); (ii) simulagdo das reacdes quimicas de
nitrosacao, mediada por produtos secundarios do metabolismo bacteriano ou
através de efeitos fisicos; (iii) catédlise da reacdo de nitrosacdo por enzimas
bacterianas (LEACH, 1988).

As N-nitrosaminas podem ser divididas em volateis, e ndo volateis, como
a N-nitrosohidroxipirrolidina. (TRICKER & KUBACHI, 1992), sendo que, as
nitrosaminas volateis: N-nitrosodimetilamina (NDMA); N-nitrosodietilamina
(NDEA);  N-nitrosodibutilamina  (NDBA);  N-nitrosopirrolidina  (NPIR);  N-
nitrosopiperidina (NPIP) e N-nitrosotiazolidina (NTHZ) s&o as que geralmente sé&o
encontradas nos alimentos (DORADO et al., 2001; JARGESTAD & SKOG, 2005).

Aspectos Toxicolégicos

Compostos N-nitrosos séo sintetizados no corpo humano, fato verificado
em numerosos estudos que determinaram a N-nitrosoprolina na urina, a qual é
utilizada como um marcador de sintese endégena (OSHIMA & BARTSCH, 1981;
WAGNER et al., 1985; KNIGHT et al., 1992).

Varios pesquisadores tém relatado a presenca das nitrosaminas volateis,
nitrosodimetilamina e nitrosodietilamina, no sangue e urina de humanos
voluntarios. Entretanto, a estimativa da proporcao de formacgéao in vivo ndo é exata,
ja que as nitrosaminas sao rapidamente biotransformadas (GANGOLLI et al.,
1994).

As nitrosaminas sao absorvidas principalmente pelo trato gastrintestinal,
podendo ser absorvidas através da pele, ainda que com menor rapidez e
porcentagem (SWANN, 1975). Nao sdo bioacumuladas e requerem ativacao
metabdlica para exercerem sua acao mutagénica e carcinogénica. A hidroxilacao
€ catalisada principalmente por CYP2E1 (LIN et al., 1999), mas outra isoforma do
Citocromo P450, o CYP2A6, também esta involucrada na hidroxilacdo (KAMATAKI



et al., 1999). O figado € o principal érgao de biotransformacao das nitrosaminas,
mas outros tecidos humanos também as podem biotransformar (JARGESTAD &
SKOG, 2005).

As N-nitrosaminas sdo mais efetivas como agente carcinogénico quando
administradas aos animais de experimentacdo em pequenas doses repetidas do
que quando em elevadas doses Unicas. Esta situacéo é parecida com a exposi¢ao
diaria de humanos a tragos de carcindgenos (WALTERS, 1992). Estudos in vitro
sugerem que os compostos N-nitrosos apresentam atividade biol6gica similar em
tecidos humanos e animais (TRICKER & PREUSSMANN, 1991).

A estrutura das nitrosaminas determina o érgao especifico e a poténcia da
sua atuagcdo. Em muitas espécies, a carcinogenicidade de nitrosaminas alifaticas
parece estar inversamente relacionada ao tamanho dos grupos substituintes,
enquanto que nas nitrosaminas ciclicas, a carcinogenicidade é proporcional ao
tamanho do anel (SHUKER, 1988).

De todas as nitrosaminas volateis encontradas em alimentos, a NDEA
€ a que possui maior potencial carcinogénico enquanto que a NDMA e as
heterociclicas, NPIP e NPIR, apresentam potencial carcinogénico menor
(JAGERSTAD & SKOG, 2005).

Aspectos Epidemioldgicos

Nas matrizes alimentares ha uma complexa mistura de precursores de
compostos N-nitrosos tais como aminas nitrosaveis e agentes nitrosantes, além de
catalisadores e inibidores da nitrosacao. Ainda, a deficiéncia de micronutrientes
pode alterar a inducdo carcinogénica por parte das nitrosaminas. Esta juncédo de
fatores é parcialmente responsavel pela falha nos estudos epidemiolégicos na
identificacdo da exposicao individual a compostos e alimentos com potencial
carcinogénico (TRICKER & PREUSSMANN, 1991).

PEREIRA e KOIFMAN (2001) verificaram falhas na metodologia usada
nos estudos entre fatores da dieta, como o consumo de compostos N-nitrosos, e
tumor cerebral em adultos. Contudo os autores reconhecem que os dados



avaliados apresentam plausibilidade biolégica com os conhecimentos atuais sobre
0 processo de carcinogénese.

Alguns estudos epidemiolégicos apresentam relacdo entre a ingestao de
nitrosaminas e o risco a diferentes tipos de cancer. Assim, FARROW et al. (1998)
avaliaram a associagdo da ingestdo de precursores de nitrosaminas, de
antioxidantes, incluindo vitamina C, e de carotendides com o risco de cancer
nasofaringeo ou de um subtipo histolégico da doenca. O risco de tumor
nasofaringeo nado-queratinizado e indiferenciado aumentou em consumidores
freqUentes de carnes curadas que contém altos niveis de nitrito. Contudo o estudo
sugere que trabalhos futuros ndo assumam que a doenca é etiologicamente
homogénea. A ingestao de nitrosaminas durante a infancia e por maes, no periodo
de amamentagdo, também foi associada com o aumento do risco de cancer
nasofaringeo (WARD et al., 2000), sendo que o consumo excessivo de carnes
curadas durante a gravidez foi associado com o risco de tumor cerebral pediatrico
na prole (POGODA & PRESTON-MARTIN, 2001).

Ocorréncia em Alimentos

As nitrosaminas estao presentes em alimentos conservados por adigao de
nitrato e/ou nitrito (carnes curadas e queijos) ou defumados, (peixes e produtos
carneos). Neste ultimo caso, o 6xido de nitrogénio esta presente na fumaca e age
como um agente nitrosante. O leite em pd podera conter nitrosaminas, quando
processado através da secagem por gases de combustdo onde Oxidos de
nitrogénio estejam presentes. Os alimentos estocados podem ser contaminados
através da migracdo de nitrosaminas formadas nas embalagens. Quando
armazenados em condicbes inadequadas de umidade, os alimentos podem
propiciar o crescimento de fungos, particularmente o Fusarium moniliforme
(TRICKER & PREUSSMANN, 1991). Este fungo é capaz de reduzir o nitrato para
formar nitrito e nitrosaminas (CHU & LI, 1994).

A presenca de N-nitrosaminas tem sido relatada em varios tipos de
alimentos variados tais como: carnes e derivados (MAVELLE et al.,1991;
TRICKER et al., 1991; BIAUDET et al., 1994; GLORIA et al., 1997), leites e
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produtos de laticinios (MAVELLE et al., 1991; TRICKER et al., 1991; BIAUDET et
al., 1994), peixes e frutos do mar (MAVELLE et al., 1991; TRICKER et al., 1991;
BIAUDET et al., 1994; VILLEGAS et al., 2000; LEE et al., 2003; YURCHENKO &
MOLDER, 2005) e outros alimentos (MAVELLE et al., 1991; TRICKER et al., 1991;
BIAUDET et al., 1994; YURCHENKO & MOLDER, 2005).

Modificagdes nos processos de conservacao e armazenamento podem
eliminar ou reduzir significativamente os niveis de N-nitrosaminas (MAVELLE et
al., 1991), como a incorporagdo de inibidores da reacao de nitrosacao (acido
ascérbico ou o-tocoferol) no processo (WALKER, 1990). A quantidade de
inibidores necessarios para inibir a formacao de nitrosaminas pode ser 1000 —
2000 vezes maior que a quantidade de nitrito presente no sistema (WALTERS,
1981). O inibidor mais efetivo da nitrosagédo € o acido ascérbico. Esta vitamina
reage rapidamente com nitrito para formar éxido nitrico e acido dehidroascérbico
(JANSSEN, 1997).

No geral, os alimentos crus de diferentes categorias, tais como vegetais,
carnes, peixes, frutas, cereais e laticinios, contém baixos teores de N-nitrosaminas
(CASSENS, 1997). A formagdo de N-nitrosaminas em alimentos pode ser
controlada através do controle da adicdo de nitrito, visto que a velocidade de
formacao das N-nitrosaminas é diretamente proporcional ao quadrado da
concentracao desse ion (SHUKER, 1988).

Carnes e Derivados

Sal de nitrito é adicionado a carne com 0s propositos de conservacao,
(especialmente como agente antimicrobiano contra Clostridium botulinum), assim
como pelas caracteristicas sensoriais desejaveis que confere aos produtos
curados (cor rosa, via formagdo do complexo mioglobina 6xido-nitrico, e o sabor
tradicional desses produtos) (DENNIS & WILSON, 2003). O nitrito, contudo, é
convertido em agentes nitrosantes que reagem com aminas e aminodacidos da
carne para produzir nitrosaminas (SHAHIDI et al., 1994).

A presenca de compostos N-nitrosos tem sido relatada em uma grande
variedade de carnes conservadas pelo uso de nitrito (tabela 1). Entre as
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nitrosaminas volateis detectadas estdo N-nitrosodimetilamina (NDMA), N-
nitrosopirrolidina (NPIR) e N-nitrosopiperidina (NPIP). A NDMA é derivada da
creatinina, um conhecido componente do musculo, obtida por meio da quebra da

sarcosina, seguido por uma decarboxilagdo do derivado N-nitroso (figura 3).

CH CH CH lcH ]
e ® N [ ° i
| | f | |
N— CH, = N— CH, =—s I‘}I—CHQ_.EI‘:I—CH,_”
] 1 ] I
| i I | | | I |
c C o COOH H COOH | H B
Z Na” X Z N\ DMA
HN s © HN NH, "
S ) /
Creatinina Creatina Sarcosi{‘ /
cH,
[
N — CH,
i i
O—N COOH
Nitrosarcosina

Figura 3. Formacao de NDMA em produtos carneos.

Os possiveis precursores para NPIR e NPIP incluem prolina e lisina
respectivamente (WALTERS, 1992). A NPIR também pode ser formada a partir da
descarboxilacdo da N-nitrosoprolina (NPRO), uma nitrosamina nao volatil formada
a partir da nitrosacdo do aminoéacido prolina (figura 4) (JARGESTAD & SKOG,
2005). A presenca de nitrozodiazolidina (NTHZ) no bacon é derivada da interagéo
entre cisteina, formaldeido e nitrito (LIJINSKI, 1999).
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Figura 4. Formacéo de N-nitrosopirrolidina (NPIR) a partir de N-nitrosoprolina
(NPRO,).

A ocorréncia de nitrosodibutilamina (NDBA) deve-se ao uso de
embalagens plasticas contendo zinco dibutil ou dietilditiocarbamatos de zinco
(aceleradores de vulcanizagdo) que sao considerados fontes desta contaminacao
em alimentos (SEN et al., 1988).

A concentracao de compostos N-nitrosos, em alimentos, é dependente de
fatores como: método de cozimento, temperatura e tempo de fritura, concentracao
de nitrito residual ou adicionado, concentracdo de precursores das nitrosaminas,
condicoes e métodos de pré-processamento, conteudo de umidade, presenca de
catalisadores e inibidores da nitrosacao e da defumacao (GRAY & DUGAN, 1975;
HOTCHKISS & VECCHIO, 1985; MILLER et al., 1989).

Em temperatura ambiente, a presenca nos alimentos de aminas
secundarias e nitrito leva a uma reacao de nitrosacao lenta, que € concluida
somente para aminas basicas fracas. Contudo, a velocidade da reagédo dobra a

cada 10 °C e, consequentemente, a formagdo de N-nitrosaminas tera maior



relevancia em alimentos conservados com nitrito que sofrem aquecimento durante
o processamento (FOREMAN & GOODHEAD, 1975).
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Tabela 1. Teores de nitrosaminas em produtos carneos.

Alimentos Referéncia
NDMA NDEA NDBA NPIP NMOR NPIR
Bacon 1,01(0,5-1,6) ND 0,02(ND-0,1) Tricker et al., 1991.
0,95(0-6,3) Mitacek et al.,1999.

Bacon

defumado 0,25(ND-1,3)  0,97(0,05-3,8)  0,17(ND-0,8)  0,11(0,05-0,27) Mavelle et al., 1991.

Bacon frito 1,0 0,2 0,2 71 Gléria et al., 1997.

Carne de

porco 0,28(ND-4,0) Biaudet et al., 1994.

Carne de

porco

salgada 0,09(0,08-0,28) 0,03(ND-0,07) Tricker et al., 1991.

Linguica

defumada 0,91(ND-9,3)  2,4(0,91-10,3)  043(ND-2,0)  0,18(ND-2,2) (N%_774 5  0.28(ND-37) Mavelle et al., 1991.

Linguica frita

e cozida 0,32(0,05-1,2)  1,8(0,03-5,1)  0,23(ND-1,0)  0,07(ND-0,22) Mavelle et al., 1991.

Presunto 0,14(ND-0,72)  0,03(ND-0,07)  0,09(ND-0,23)  0,25(ND-0,97) 0,12(ND-,23) Mavelle et al., 1991.

0,79(0-2,4) Mitacek et al.,1999.

0,31(ND-4,8) Biaudet et al., 1994.
1,01(0,5-1,6) ND 0,02(ND-0,1) Tricker et al., 1991.

Presunto

(defumado, 0,48

s6c0) 0,54(ND-4,8)  11(ND-12)  029(ND-1,1)  0,24(ND-1,3)  (ND-2,0) Mavelle et al., 1991.

Produtos de Tricker et al., 1991

salsicharia 0,84(0,5-1,8) 0,03(ND-0,5) ND v )

Salsicha 1,5(0,04-4,5) 3,0(0,02-7,9)  0,21(ND-1,0)  0,25(ND-0,9) Mavelle et al., 1991.

Salame 0,45(ND-2,1) 4,6(1,5-12) 0,56(0,29-2,0)  0,17(ND-0,58) Mavelle et al., 1991.

Concentragao (ug/Kg)

Média (limites minimos e maximos)

ND= nao detectavel
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Leite e Laticinios

A presencga de nitrosaminas em laticinios deve-se a adigdo de nitratos e
nitritos durante o processo de elaboracao dos produtos, principalmente de queijos,
a fim de evitar o chamado estufamento tardio, causado, na sua grande maioria,
pelo Clostridium tyrobutiricum (DUARTE & MIDIO, 1996). O nitrato de potassio ou
sédio, associado, ou nao, ao nitrito de sodio ou potassio, € permitido como aditivo
em queijos (exceto queijos frescais). Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria, o limite maximo permitido € de 5 mg/100mL expresso no produto final
como ion nitrito (BRASIL, 2004).

No Brasil os queijos tipo Gruyere, Emmental, Prato, Goulda, Parmeséao e
Provolone podem apresentar teores de nitritos residuais e, conseqientemente, a
presenca de nitrosocompostos (MIDIO e MARTINS, 2000).

No processo de producao do queijo tem-se a formacdo de soro lacteo
amplamente utilizado como ingrediente na producéo de alimentos industrializados,
entre outros, de bebidas lacteas e de leite em pd. O soro lacteo, ou simplesmente
soro, € um subproduto do leite obtido durante a coagulagdo nos processos de
producédo de queijo ou de caseina (MORR, 1989). Entretanto, a concentracdo de
nitratos no soro & maior do que no leite, podendo, também, ocorrer a presenca de
nitritos (DUARTE & MIDIO, 1996). O soro, portanto, pode constituir potencial de
risco para a saude, especialmente pelo proprio fato de que é concentrado e
liofilizado o que poderia aumentar os niveis de nitrato e nitrito e também a
formacao de nitrosaminas, uma vez que no soro foram encontradas aminas
secundarias, tais como, a dimetilamina, pirrolidina e piperidina (WEIHRAUCH &
SCHWARTZ, 1974; OLIVEIRA et al., 1995).

Na tabela 2 sdo apresentados os niveis de nitrosaminas verificados no
leite e derivados.

E provavel que o fator limitante da nitrosagdo, em laticinios, seja a baixa
quantidade de nitrito (OLIVEIRA et al., 1995).
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Tabela 2. Teores de nitrosaminas em leite e derivados.

Concentracao (ug/Kg)
Média (limites minimos e maximos)

NDMA Al
Alimentos NDEA NPIP Referéncias

Leite 0,03*(ND-0,11) Biaudet et al., 1994.
Leite em po6 0,06(0,04-0,08) Biaudet et al., 1994.
Leite e laticinios 0,07(ND-0,6) Tricker et al., 1991.
Queijo (tipo
Camembert,
Edam, Saint-

0,24(ND-1,1) Tricker et al., 1991.
Queijo 0,32(ND-2,8) Biaudet et al., 1994.

* valor em pg/L

ND=nao detectavel

Peixes e Frutos do Mar

Em alguns paises, o nitrito € permitido para uso como aditivo em peixes
defumados e curados e produtos a base de peixe, com a finalidade de
conservacao e fixagao da cor (DENNIS & WILSON, 2003).

Acredita-se que os principais precursores de NDMA no peixe sejam a
dimetilamina, dietilamina, trimetilamina e 6xido de trimetilamina, todas encontradas
em abundancia em varios peixes, especialmente os marinhos (YURCHENKO &
MOLDER, 2005). Mesmo frutos do mar (“seafood”) fresco contém oxido de
trimetilamina (TMAO), que é reduzido para trimetilamina (TMA) sob secagem, e
convertido para dimetilamina (DMA) por remocdo do grupo metil, durante o
cozimento. Estes compostos, especialmente a dimetilamina, podem sofrer
nitrosacado e formar N-nitrosodimetilamina (NDMA). Assim a ocorréncia e
concentracdo de NDMA, em peixes e frutos do mar (“seafood”), podem ser
dependentes do grau de contaminacdo por nitrito durante seu processamento
(LEE et al., 2003).
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A concentracdo de aminas em pescados depende de varios fatores tais
como espécies, idade, ambiente, flora bacteriana e condicbes de estocagem.
Aminas estdo presentes em uma ampla quantidade, tanto em peixes marinhos
quanto em peixes de agua doce (TRICKER e PREUSSMANN, 1991).

A tabela 3 apresenta a relacao dos teores de nitrosaminas em peixes e

frutos do mar.
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Tabela 3. Teores de nitrosaminas em peixes e frutos do mar.

Alimentos

Abramis Brama
defumado (cozido)
Alaska Pollock
(Theragra
chalcogramma) cru
(seco)

Anchova crua
(seca)

Arenque defumado
(frio)

Arenque em
conserva

Arenque salgado
Arenque defumado
(cozido)

Bacalhau
defumado cozido
Camarao cru
(seco)

Camarao salgado
e seco

Cavala defumada
(fria)

Cavala defumada
(cozida)
Embiotoca lateralis

Espadilhas
defumadas
(cozidas)
Espadilhas no 6leo
Espadilhas no
molho de tomate

Concentragao (ug/Kg)

Média (limites minimos e maximos)

NDMA

0,5(0-2,4)

0,54

NDEA

0,17

ND

0,50
0,50

0,11

0,13

ND

0,13
0,13

0,14
0,40

0,28

NDBA

0,14

0,10

0,35
0,12

0,16

ND

0,10
2,15

0,12
0,15

0,15

NPIP

0,89

0,50

0,84
1,35

1,17
0,37

0,42

NPIR

2,12

0,85

2,10
2,10

1,84

2,16

0,88

1,40
0,11

Referéncias

Yurchenko & Moélder, 2005.

Lee et al., 2003.

Lee et al., 2003.
Yurchenko & Mélder, 2005.

Yurchenko & Mélder, 2005.
Yurchenko & Mélder, 2005.

Yurchenko & Mélder, 2005.
Yurchenko & Mélder, 2005.
Lee et al., 2003.
Mitacek et al.,1999.
Yurchenko & Mdlder, 2005.

Yurchenko & Moélder, 2005.
Yurchenko & Moélder, 2005.

Yurchenko & Mélder, 2005.
Yurchenko & Mdlder, 2005.

Yurchenko & Mélder, 2005.
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Farinha de peixe
Lota lota

Lucio (Esox lucius)
Lula crua (seca)
Merluza(Merluccius
bilinearis)

Moluscos e
crustaceos

Peixe fresco

Peixe (sardinhas
em é6leo
comestivel, salméo
rosa elaborado,
bacalhau salgado,
sardinha)

Peixe defumado
Peixe congelado
Peixe em conserva

Peixe
porco”Filefish” cru
(seco)

Peixe salgado
defumado (seco)
Raia crua(seca)
Polvo cru (seco)
Salméo defumado
frio

Salméao defumado
cozido

Salmao salgado
Truta defumada
cozida

Truta salgada

15-46
0,96

1,15
14
1,02

0,27(ND-0,60)
3,0(0,5-8,0)
0,12(ND-0,3)

0,48(ND-3,5)
1,43(0,6-2,6)
0,12(ND-0,3)
2,1(0,7-5,3)
0,49(0,04-3,5)

3,9
0,46(0,05-2,6)
20,2
5,9
0,52

1,13
0,92

1,26
0,84

0,11
0,17

0,15

0,14
0,13

0,12

0,38

ND

0,17
0,34

0,13
0,19

ND

ND

ND

0,36

0,91
0,71

0,88
0,89

1,67
2,19

1,87

ND

ND

ND

Villegas et al., 2000.
Yurchenko & Mélder, 2005.

Yurchenko & Mélder, 2005.
Lee et al., 2003.
Yurchenko & Mdlder, 2005.

Biaudet et al., 1994.
Tricker et al., 1991.
Biaudet et al., 1994.

Mavelle et al., 1991.
Tricker et al., 1991.
Biaudet et al., 1994.
Tricker et al., 1991.
Biaudet et al., 1994.

Lee et al., 2003.
Biaudet et al., 1994.
Lee et al., 2003.

Lee et al., 2003.
Yurchenko & Mdlder, 2005.

Yurchenko & Moélder, 2005.
Yurchenko & Moélder, 2005.

Yurchenko & Moélder, 2005.
Yurchenko & Moélder, 2005.

ND=nao detectavel
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Vegetais

Os vegetais podem sofrer contaminacao por nitrosaminas no ambiente em que
foram cultivados ou armazenados, ou seja, 0o uso de praguicidas e herbicidas,
contaminados por nitrosaminas, € a presencga de determinados microrganismos, como,
por exemplo, o fungo Fusarium moniliforme presente no milho (CHU & LI, 1994) séo
alguns fatores que contribuem para a contaminagc&do. Durante o armazenamento, as
reacdes de nitrosacdo dependerdo do teor de nitrato nos vegetais, os quais dependem
do uso de fertilizantes, época sazonal de cultivo, luminosidade, umidade relativa do ar,
do horario da colheita, do sistema de cultivo, estagio de maturacao, da parte e espécie
da planta (VAN der BOON et al.,, 1990; BIAUDET et al.,, 1994; GUADAGNIN et al.,
2005).

Na tabela 4 sao apresentados os teores de NDMA em vegetais sob diferentes

condicdes de armazenamento.

Tabela 4. Teores de NDMA em vegetais.

Concentracao (ug/Kg)

Alimentos Média (limites minimos e maximos) Referéncias
NDMA
Vegetais frescos 0,41 Mavelle et al., 1991.
0,18(ND-1,6) Biaudet et al., 1994.
Vegetais enlatados 0,23(ND-1,9) Biaudet et al., 1994.
Vegetais congelados 0,03(ND-0,14) Biaudet et al., 1994.

ND=nao detectavel
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Outros Alimentos

A presenca de nitrosaminas também foi relatada em outros alimentos como:
chocolate, sopas, cereais, produtos de cereais, Oleos vegetais (tabela 5). O
processamento dos alimentos e a forma em que sdo armazenados poderdao contribuir

com o nivel de contaminagao no alimento.
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Tabela 5. Teores de nitrosaminas em diversos alimentos.

Alimentos

Achocolatado em p6
Alimentos enlatados

Alimento desidratado
Arroz

Azeite

Barra de chocolate
Cereais

Chocolate

Massa

Molhos (maionese,
mostarda)

Qleo de amendoim
Oleo de girassol (refinado)
Oleo de milho

Oleo de soja

Ovos

Pao

Pimentas

Pizza

Produtos de cereais

Sopas

Sopa desidratada

Concentragao (ug/Kg)

Média (limites minimos e maximos)

NDMA

0,13(ND-0,44)
0,19(ND-1,9)
0,07(ND-0,95)
2,32(ND-9,2)
0,11(0,08-0,14)
0,51

0,19(ND-1,9)
0,41 (ND-9,2)
0,34 (ND-9,2)
0,06(ND-0,41)
)

0,07(ND-0,41

0,43
0,64
0,50
0,24
0,15(0,06-0,19)
0,1(ND-0,17)
0,34(ND-1,4)
0,27(0,05-1,05)
0,189(ND-1,6)
0,18(ND-1,4)
0,06(ND-0,4)
0,14(ND-0,21)
1,27(ND-13,4)

NDEA

0,52

0,45

0,22
0,41
0,24
0,18

NDBA

0,17

Referéncias

Biaudet et al., 1994.
Mavelle et al., 1991.
Biaudet et al., 1994.
Biaudet et al., 1994.
Biaudet et al., 1994.
Yurchenko & Moélder, 2005.
Biaudet et al., 1994.
Mavelle et al., 1991.
Mavelle et al., 1991.
Biaudet et al., 1994.

Biaudet et al., 1994.

Yurchenko & Mdlder, 2005.
Yurchenko & Mdlder, 2005.
Yurchenko & Mdlder, 2005.
Yurchenko & Moélder, 2005.
Biaudet et al., 1994.
Biaudet et al., 1994.
Biaudet et al., 1994.
Biaudet et al., 1994.
Tricker et al., 1991.
Biaudet et al., 1994,
Tricker et al., 1991.
Biaudet et al., 1994.
Biaudet et al., 1994.

ND=nao detectavel
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Legislacao

Alguns paises possuem conhecimento sobre a formacéo e presenca de
nitrosaminas nos alimentos, o que permite controlar a formacao desses compostos
a niveis tdo baixos que seu consumo nao represente elevado risco para a saude
dos consumidores (VILLEGAS et al., 2000). Todavia, sdo poucos 0s paises nos
quais existe regulamentacao especifica para N-nitrosaminas. Na tabela 6 sao
apresentados os limites maximos permitidos de nitrosaminas em alimentos

estabelecidos em alguns paises.

Tabela 6. Limite maximo permitido de nitrosaminas em alimentos.

Paises Limite permitido (ug/Kg) Referéncias

EUA 10 pg de nitrosaminas volateis totais em
produto carneo curado. USDA, 2004.

Canadd 10 yg de NDMA, NDEA, NDPA, NDBA, NPIP e

NMOR Kg™' de carne curada. CANADA, 2003.
15 ug de NPIR Kg™' de carne curada.
Chile 30000pg de NDMA Kg' de carnes curadas CHILE, 2005.
’ . . . _1 .
Russia 2 ug de nltrosfamlnas.Kg de_1allmer?tos frescos. KOMAROVA & VELIKANOV.
4 ug de nitrosaminas Kg—' de alimentos 2001
defumados. ’
A s -1 . .
Estonia 3 ug de NDMA e NDEA Kg'' de peixe fresco e YURCHENKO & MOLDER, 2005.
defumado.

No Brasil além de nao existir um monitoramento das nitrosaminas

presentes em alimentos, ndo existe uma legislacao definida.

24



Recomendacoes

As nitrosaminas, sobretudo as volateis, apresentam alto potencial
carcinogénico o que representa um elevado risco para a saude da populacédo. Séo
encontradas principalmente nos alimentos o que justifica o estabelecimento de
niveis de seguranga para o seu consumo. Paises como o Brasil devem intensificar
o controle dos niveis de nitrosaminas sobretudo em produtos curados, ja que uma
grande parcela da populacdo € consumidora de alimentos de precos mais
acessiveis e estes sdo pouco fiscalizados pelos 6rgdos competentes. Assim,
estudos que identifiquem a presenca de nitrosaminas em alimentos devem ser
continuados, principalmente nos paises em desenvolvimento, com o intuito de
evitar a exposicdo da populacdo a elevados niveis dessas substancias
carcinogénicas.

A adicao adequada de nitrato e nitrito aos alimentos € o uso de inibidores

de nitrosacao sao medidas preventivas a formagao de nitrosaminas.
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CAPITULO 2

OTIMIZACAO E VALIDACAO DE MICROEXTRACAO EM FASE SOLIDA PARA
DETERMINACAO DE NITROSAMINAS VOLATEIS EM SALSICHAS “HOT-DOG”

Este trabalho serd submetido para publicagdo no Journal of Agricultural and Food

Chemistry.
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OTIMIZACAO E VALIDACAO DE MICROEXTRACAO EM FASE
SOLIDA PARA A DETERMINACAO DE NITROSAMINAS VOLATEIS
EM SALSICHAS “HOT-DOG”

Resumo

Apresenta-se neste trabalho um meétodo para a determinagdo de nitrosaminas
volateis em salsicha “hot-dog” usando amostragem no “headspace” e
microextracdo em fase sélida utilizando a fibra polidimetilsiloxano-divinilbenzeno-
carboxen (PDMS-DVB-CAR 50/30 um) associado a cromatografia gasosa com
detector de quimiluminescéncia (HS-SPME-GC-TEA). A otimizagdo do método de
extracao foi realizada através de planejamento experimental, tendo sido avaliada a
influéncia do tempo e temperatura na extracdo de nitrosodimetilamina (NDMA),
nitrosodietilamina (NDEA), nitrosopiperidina (NPIP) e nitrosopirrolidina (NPIR). A
melhor condicdo verificada para a extracdo das nitrosaminas foi 45 min de
extragdo a 45 °C. Os parametros analiticos considerados na validacao do método
foram: faixa linear, linearidade, sensibilidade, precisdo (repetiblidade), exatidao
(recuperacao), limite de deteccao e de quantificacdo. O método descrito mostrou-
se adequado para a determinagao das nitrosaminas. Nas amostras analisadas nao
foram detectadas nitrosaminas volateis. A auséncia de nitrosaminas ocorreu
possivelmente pelos baixos teores de nitrito disponivel para a reagdo com as
aminas presentes na carne e pela acao do ascorbato de sdodio, presente nas
salsichas, como inibidor da formacéao das nitrosaminas.

Palavras-chave: nitrosaminas volateis, HS-SPME-GC-TEA, salsicha “hot-

dog
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Abstract

A method for the determination of volatile nitrosamines in hot dog sausage using
headspace sampling by solid-phase microextraction with the fiber
polydimethylsiloxane-divinylbenzene-carboxen (PDMS-DVB-CAR 50/30um) and
gas chromatography with thermal energy analyzer detection (HS-SPME-GC-TEA)
is presented in this work. The optimization of the method of extraction was carried
through an experimental design, which evaluated the influence of the time and
temperature in the extraction of N-nitrosodimethylamine (NDMA), N-
nitrosodiethylamine (NDEA), N-nitrosopiperidine (NPIP) and N-nitrosopyrrolidine
(NPIR). The best condition found for the extraction of the nitrosamines was 45 min
of extraction at 45 °C. The analytical parameters considered in the validation of the
method were linearity, sensitivity, precision (repeatability), accuracy (recovery),
limit of detection and quantification. The proposed method can be used for the
determination of nitrosamines. In the analyzed samples volatile nitrosamines were
not detected. The results indicate that the absence of nitrosamines possibility
occurred due to the low content of nitrite available for the reaction with the amines
present in the meat and to the action of sodium ascorbate as inhibitor of the

nitrosamines formation.

Keywords: volatile nitrosamines, HS-SPME-GC-TEA, hot-dog sausage

INTRODUCAO

A maior exposicdo humana as nitrosaminas acontece através da
alimentacéao, sendo que, o preparo e processamento dos alimentos influenciam na
quantidade de nitrosaminas presente nos mesmos. Entre os alimentos
processados estdo os embutidos carneos, como a salsicha.

Durante a década de 80 a salsicha teve sua producéao duplicada e, até
1996, multiplicada por 2,8, totalizando uma producédo anual de 221,588 toneladas
de salsichas (7). Em 2004 de acordo com o Instituto ACNielsen, o mercado
brasileiro de salsichas movimentou 156.576 toneladas (2). Isto se deve ao
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aumento no consumo de cachorros-quentes vendidos ndo sbé em bares e
lanchonetes, mas também em carrocinhas e em vans (3).

Durante o processo de industrializacdo sao adicionados aditivos
intencionais a formulacdo da salsicha, tais como: ascorbato de sédio, nitrito e
nitrato (4). O ascorbato de sdédio (vitamina C), ou seu equivalente, o isoascorbato
de sbdio, acelera o desenvolvimento da cor no produto curado (5, 6) e também
pode inibir a formacao de nitrosaminas (7).

O nitrito contribui para o desenvolvimento de cor e sabor caracteristicos, e
atua como antimicrobiano prevenindo a germinacao de esporos de Clostridium
botulinum e a produgéo da toxina botulinica (7). Contudo, ele pode ser convertido
para agentes nitrosantes que devem reagir com aminas € aminoacidos na carne
produzindo nitrosaminas (8).

As N-nitrosaminas podem ser divididas em volateis e nao volateis (9),
sendo que, as nitrosaminas volateis como a: N-nitrosodimetilamina (NDMA); N-
nitrosodietilamina (NDEA); N-nitrosopiperidina (NPIP) e N-nitrosopirrolidina tém
sua presenca relatada em salsichas (70, 77). Segundo o IARC (International
Agency for Research on Cancer) ha suficientes evidéncias de que estas
nitrosaminas sdo carcinogénicas para humanos (12).

O procedimento recomendado pela AOAC para a separacdo das
nitrosaminas volateis nos alimentos é a destilacao a vacuo (73) e a extragao por
coluna contendo celite (73). No entanto, estes métodos apresentam algumas
limitacbes como o elevado consumo de tempo, pequena possibilidade de
mecanizacgao, perda do analito durante o processo de concentracdo e emprego de
solventes.

Com a implantacao do programa da Agéncia de Protecdo Ambiental dos
EUA, EPA — “Environmental Protection Agency”, que apresenta alternativa visando
a redugado de solventes toxicos e eliminacdo de clorofluorcarbono (CFC) (74),
percebe-se uma preocupagdo da comunidade cientifica no desenvolvimento de
técnicas que utilizem pouca quantidade de solvente téxico ou, ainda, de técnicas
que dispensem o0 uso dos mesmos. Assim sendo, técnicas alternativas como a

extracdo em fase-sélida (SPE) (75-20) e, mais recentemente, a microextracdo em
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fase sélida (SPME) (20, 21) tem sido recomendados como procedimentos para o
preparo de amostra de N-nitrosaminas volateis.

A SPME é uma técnica de extracao e pré-concentracao rapida, simples e
que dispensa o uso de solventes extratores e manipulacdo excessiva de amostra,
descrita por ARTHUR e PAWLISZYN (22) no inicio da década de 90 e que tem
sido extensivamente estudada e aplicada a diversas matrizes como alternativa as
metodologias tradicionais (23). O analito é diretamente extraido da amostra e
concentrado no revestimento da fibra (24). As N-nitrosaminas volateis sao
normalmente separadas e quantificadas por cromatografia gasosa com detectores
especificos. O detector de quimiluminescéncia (TEA, do inglés, Thermal Energy
Analyser) € indicado na literatura como sendo o detector mais empregado na
determinacao de N-nitrosaminas volateis, em funcdo de sua elevada seletividade
(8, 10, 11, 13, 16-18, 20, 21, 25-31). Porém, este detector, como outros, é
susceptivel a interferéncias, sendo assim recomendada a confirmacdo de
identidade das N-nitrosaminas pelo detector de massa (32).

O objetivo do presente trabalho é o desenvolvimento, otimizacdo e
validacdo de método para a determinacao de nitrosaminas volateis em salsichas
“hot-dog” usando a microextragdo em fase sdlida com amostragem no
“‘headspace” e determinacdo por cromatografia a gas com detector de
quimiluminescéncia (HS-SPME-GC-TEA).

MATERIAL E METODOS
Instrumentacao analitica e condicoes cromatograficas

GC-TEA. As anadlises por GC-TEA foram realizadas em um equipamento Agilent
Modelo 6890 (Agilent, EUA), acoplado a um detector TEA Modelo 610 (Thermo
Orion, EUA) operando no modo nitrosaminas. A temperatura da interface e a
temperatura de pirdlise foi ajustada em 250 °C e 550 °C, respectivamente. A
coluna usada foi megabore HP-INOWAX (100 % polietilenoglicol), 30 m x 530 um,
d.i.1 um, (Agilent, EUA). Foram realizadas injecdes de 2 uL no modo “splitless”. A

temperatura do injetor foi de 200 °C e como gas de arraste foi usado hélio a uma
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vazdo de 5 mL min™. A temperatura do forno seguiu a seguinte programacéo: 100
°C (3min), 20 °C min™" até 150 °C. O tempo de corrida foi de 8.5 minutos.

Equipamentos empregados nas etapas de preparo de amostra

Banho de recirculagdo de &agua Modelo 9000 (PolyScience, EUA);
Liquidificador Modelo 33BL79 (Waring Commercial, EUA); Chapa de agitacédo
(Fisatom, Brasil).

Material para microextracao em fase soélida (SPME)

Para a microextracdo em fase sélida foi usado "holder” Supelco, EUA,
para a fibra. Os recobrimentos da fibra avaliados foram polidimetilsiloxano-
divinilbenzeno (PDMS/DVB) 65 pm (Supelco, EUA) e polidimetilsiloxano-
divinilbenzeno-carboxen (PDMS-DVB-CAR) 50/30 um (Supelco, EUA).

Reagentes e padroes

Todos os reagentes utilizados foram de grau p.a. As solucdes foram
preparadas com agua destilada e purificada em sistema Milli-Q (Millipore, EUA). O
metanol utilizado no preparo das solugdes para a curva analitica foi nanograde da
Mallinckrodt (México).

Os padrdes analiticos adquiridos junto a Sigma-Aldrich (EUA) foram: N-
Nitrosodimetilamina (99,99 %), N-nitrosodietilamina (99,99 %), N-nitrosopiperidina
(99,99 %), N-nitrosopirrolidina (99,99 %), e N-nitrosopropilbutilamina (99,99 %).
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Solucoes

Foi preparada solugdo estoque padrdo contendo 1000 pug mL'de cada
nitrosamina (NDMA, NDEA, NPIP e NPIR), as quais foram armazenadas a 4 °C
por 2 meses. A partir das solugdes estoque, semanalmente era preparada uma
solucdo contendo 100 ug mL™" de cada uma das nitrosaminas e, a partir desta, era
preparada uma solucédo de trabalho contendo 1,00 ug mL™". Solucdo de NPBA (N-
nitrosopropilbutilamina) 1,00 ug mL™ também foi preparada para ser utilizada como
padréo interno.

Para a construcdo da curva analitica (injecao direta no GC-TEA), volumes
apropriados da solugdo de trabalho de concentragdo de 1,00 pg mL™" e da solugéo
de NPBA 1,00 ng mL" foram diluidos para obter concentracdes de 0,010; 0,020;
0,040; 0,060; 0,080 e 0,100 pg mL' de NDMA, NDEA, NPIP e NPIR, tendo a

NPBA como padréo interno na concentracdo de 0,050 ug mL™.

Sistema cromatografico

Os parametros empregados para avaliar a separacao cromatografica das
N-nitrosaminas no GC-TEA foram: fator de retencao (k), resolucao (Rs) e fator de
separacao (o). Esses parametros foram calculados a partir de valores extraidos
dos cromatogramas, utilizando as equacdes de acordo com BRUCE et al.(33).

Uma vez otimizadas as condicoes analiticas para a separagao e
quantificacdo das nitrosaminas por GC-TEA foram construidas curvas analiticas
(com seis pontos de concentracdo em duplicata) para todas as nitrosaminas em
estudo. Os parametros para avaliacao do sistema foram: faixa linear, linearidade,
sensibilidade e precisdo intra- e inter-dias.

Aliquotas de 2 uL das solugdes de concentracdes 0,010; 0,020; 0,040;
0,060; 0,080 e 0,100 ug mL" de NDMA, NDEA, NPIP e NPIR, foram injetadas no
GC-TEA em duplicata, para avaliar a faixa linear e a linearidade de resposta do

detector.
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A sensibilidade foi calculada a partir do coeficiente angular médio das
curvas analiticas obtidas para as nitrosaminas em estudo.

A precisao intra- e inter-dias foram avaliadas através de cinco andlises de
uma solucdo de NDMA, NDEA, NPIR e NPIP na concentragéo de 0,060 ug mL" e
0,050 ug mL™, respectivamente.

Para avaliar a estabilidade da solugao de trabalho uma solugao contendo
0,050 ug mL" de NDMA, NDEA, NPIP e NPIR, foi injetada em trés dias diferentes
(anexo 2). Todas as determinagdes foram realizadas em duplicata.

Amostras

Sete marcas diferentes de salsichas “hot-dog” foram adquiridas no
comércio de Campinas, SP, no periodo de Setembro a Novembro de 2005.

Preparo da amostra. Para a determinagdo de nitrosaminas nas salsichas, as
mesmas foram trituradas em liquidificador de ago inox (Modelo 33BL79, Waring
Commercial, EUA) com gelo seco, 2,50 g foram pesadas em frasco de 24 mL
fechado com septo de silicone-teflon (CRS, EUA) e adicionado 4,32 g de cloreto
de sodio (Synth, Brasil). De forma semelhante procedeu-se para as amostras

previamente fritas e cozidas.

Amostras fritas. Quatro amostras escolhidas aleatoriamente foram cortadas em
rodelas de aproximadamente 1 cm de espessura e fritas em panela sem 6leo por,
aproximadamente, 3 min, tomando-se cuidado para que ambos os lados fossem

fritos. As amostras foram resfriadas a temperatura ambiente.
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Amostras cozidas. Quatro amostras, inteiras, escolhidas aleatoriamente foram
levadas ao cozimento, segundo as instru¢des do fabricante, em agua fervente
onde ficaram totalmente imersas até fervura. Logo apds o fogo foi desligado e as
salsichas permaneceram na panela fechada por 3 minutos. As amostras foram

resfriadas a temperatura ambiente.

Otimizacao das condicoes de SPME-GC-TEA

A otimizacao das condi¢cdes de operacao da SPME foi feita através de um
planejamento experimental conforme sera descrito no item seguinte.

Para a realizacdo dos ensaios foram utilizados frascos de capacidade de
24 mL, os quais foram fechados com septos de teflon/silicone. O volume da
amostra foi fixado em 12 mL.

Os frascos fechados foram imersos em banho termostatico, a amostra
agitada por intermédio de uma barra magnética (1 cm x 0,5 cm) a 1200 rpm e
apdés um tempo de equilibrio a fibra foi exposta no “headspace” por um tempo
previsto no planejamento. Apds o tempo de extracdo, a fibra foi introduzida no
injetor do cromatégrafo, para a dessorcao térmica dos analitos, a uma temperatura
de 240 °C, durante 8,5 min. Esta condicdo foi otimizada, através de testes
preliminares, para uma maior eficiéncia na dessor¢cdo das nitrosaminas da fibra.
As condigbes experimentais foram estabelecidas mediante planejamento
experimental e as condicoes cromatograficas empregadas foram as mesmas
descritas anteriormente. O sistema empregado para os ensaios usando a SPME

esta no anexo 3.

Planejamento experimental. Para distinguir os parametros que afetam a
eficiéncia da SPME na andlise, foi realizado um planejamento fatorial fracionario
21, Este planejamento foi avaliado, considerando os fatores tempo de equilibrio,

temperatura e tempo de extracao, e adicao de sal, de acordo com a tabela 1.
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Tabela 1. Codificacao dos fatores.

Niveis Tempo de Temperatura ~ Tempo de extragédo Adicao de sal
equilibrio (min) (°C) (min) (%m/v)
-1 5 30 20 18
+1 15 50 30 36

Os resultados deste planejamento forneceram subsidios para realizar um
planejamento experimental do tipo fatorial completo composto 22 com triplicata do
ponto central, utilizando como variaveis o tempo de extracao e a temperatura de
extracdo (tabela 2). Todos os dados foram analisados pelo programa “Statistic” v.
5.5. (Stasoft Inc., EUA).

Tabela 2. Planejamento composto central 22,

Variaveis Niveis
-1,4 -1 0 +1 +14
Xy — Tempo de Extragéo (min) 24 30 45 60 66
Xo - Temperatura do Banho (°C) 24 30 45 60 66

Ensaios X X5
01 30 30
02 30 60
03 60 30
04 60 60
05 24 45
06 66 45
07 45 24
08 45 66
09 45 45
10 45 45
11 45 45
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Validacao do método HS-SPME-GC-TEA

O método proposto foi validado por avaliacdo dos seguintes parametros:
faixa linear, linearidade, sensibilidade, recuperacéo, precisao intra- e inter-ensaios,
limite de detecgdo e limite de determinagcédo. A exatiddo do método foi avaliada
mediante teste de recuperacao.

Os parametros de validacao foram avaliados da seguinte forma:

Faixa linear. Foram construidas curvas analiticas mediante fortificacdo de 2,5 g
de amostra de salsicha (branco) com padroes de NDMA, NDEA, NPIP e NPIR no
intervalo de 60 a 1000 ng, ou seja, nivel de fortificacao no intervalo de 24 a 400 ug

-

kg .

Linearidade (r). Calculadas a partir da regressao linear de trés curvas analiticas

obtidas conforme descrito para avaliagéo da faixa linear.

Sensibilidade. Calculada a partir do coeficiente angular médio das curvas

analiticas obtidas para as nitrosaminas em estudo.

Recuperacdo. A recuperacdo foi avaliada a um nivel de 100 pg kg”' mediante

analise das amostras fortificadas pelo método de adicao de padrao.

Precisao intra-ensaio. Foi avaliada pela realizacdo de trés andlises sucessivas
em um mesmo dia de uma amostra fortificada a um nivel de concentracao de 100

ug kg de cada nitrosamina em estudo.
Precisao inter-ensaios. Foi avaliada pela realizagao de trés analises em trés dias

diferentes de uma amostra fortificada a um nivel de concentracdo de 100 ug kg

de cada nitrosamina em estudo.
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Limite de deteccao (LOD) e limite de determinacao (LOQ). Foram
determinados pela razao do sinal-ruido de 3 e 10, respectivamente, medidos nas
proximidades do tempo de retencao dos analitos correspondentes.

Analise de amostras por HS-SPME-GC-TEA

Ao frasco de 24 mL, com 2,50 g de amostra e 4,32 g de cloreto de sédio
(Synth, Brasil) foi introduzida uma barra magnética (1 cm x 0,5 cm), adicionou-se
agua até um volume final de 12 mL, formando uma suspenséo de salsicha em
solucao saturada de cloreto de sédio (36 % m/v NaCl). O frasco foi lacrado com
septo de teflon/silicone e imerso em um banho termostatico a 45 ‘C. Apés um
tempo de 10 min, sob agitacdo constante, a fibora de PDMS-DVB-CAR foi exposta
no “headspace” por um tempo de 45 min. Ap6s o tempo de extracdo, a fibra foi
inserida no injetor do cromatografo a gas para a dessorcao térmica dos analitos, a
uma temperatura de 240 °‘C, durante 8,5 min, operando nas condi¢cdes
cromatograficas descritas anteriormente. A quantificacao foi realizada pelo método
de adicdo de padrado. Para tanto, ap6s analise da amostras, as mesmas foram
fortificadas com as nitrosaminas presentes em trés niveis de concentragcdo no

intervalo de 24 a 400 pg kg™’ e as anélises realizadas conforme descrito acima.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Determinacao de N-Nitrosaminas por GC-TEA

O detector de quimiluminescéncia foi operado no modo nitrosaminas, no
qual a amostra é introduzida juntamente com o gas carregador dentro de um
pirolizador catalitico onde ocorre clivagem nas ligacdes N-NO ou N-NO.,
liberando o radical nitrosila (NO’). Os produtos originados desta reacado passam
através de uma camara de resfriamento onde ha remocdo dos produtos
indesejaveis. No vacuo, os radicais NO' sdo introduzidos dentro da camara de
reacao contendo ozdnio, onde sao oxidados. Os produtos desta reacao, didéxido de

nitrogénio (NO,*) sdo excitados e quando decaem ao estado fundamental emitem
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radiacbes na regido de 600 nm. Esta radiacdo é detectada por um tubo
fotomultiplicador e é proporcional a quantidade de radicais nitrosila presentes na
amostra.

As condicoes de temperatura da coluna do cromatografo a gas foram
otimizados para permitir a separacao da NDMA, NDEA, NPBA, NPIP e NPIR. A
NPBA nao é encontrada em salsichas e foi um potencial padrdo interno. Um
cromatograma caracteristico esta apresentado na figura 1.

mv ]
]
218
g ' NPBA
1 NDMA NDEA
216
] 8 .
214,
1 At e s : L T
224
21 -
208 - *
o T T ] T T T T
1 2 3 4 5 6 7

Figura 1. Cromatograma de uma solugdo padrdo contendo 0,050 pg mL™
de NDMA, NDEA, NPIP NPIR e NPBA (padrao interno).

Para o desenvolvimento do método cromatogréafico foram considerados os
seguintes parametros: adequabilidade do sistema (N, Rs, a, k), faixa linear
linearidade, sensibilidade e preciséo intra-dia e inter-dias (tabela 3 e 4). Enquanto
0os parametros do sistema foram estabelecidos a partir dos cromatogramas, os
demais termos foram calculados a partir das curvas analiticas para cada analito

em questao.
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Tabela 3. Parametros de adequabilidade do sistema cromatografico.

Parametros de

adequabilidade do NDMA NDEA NPBA NPIP NPIR
sistema

Numero de pratos/m (N) 173 268 2203 3093 2781

Fator de retencéo (k) 3.68 5.55 10.67 13.07 13.90

NDEA/ NDMA NPBA/NDEA NPIP/NPBA NPIR/NPIP
Resolugéo (Rs) 8.26 14.20 24.79 4.59

Fator de Separagéo () 1.50 1.22 1.92 1,06

Quanto ao fator de retencao (k) todos os resultados se apresentaram
dentro do valor étimo recomendado pela literatura (k > 2) (33). Ja para
quantificacao é recomendado uma resolucdo minima de 1 entre os dois picos mais
proximos, e todos os resultados se apresentaram dentro do recomendado (Rs > 1)
(33). Estes parametros indicam separacdo adequada das nitrosaminas nas
condicdes estabelecidas.

Inicialmente a performance do sistema de andlise foi avaliada mediante

determinacao de nitrosaminas, por injecao direta, através de curvas analiticas.
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Tabela 4. Figuras de mérito do sistema GC-TEA.

Parametros de validagao NDMA NDEA NPIP NPIR
Faixa linear (ug mL™) 0,010a0,100 0,010a20,100 0,010a0,100 0,010a0,100
Linearidade 0.9892 0.9943 0.9871 0.9895
Sensibilidade (u.a. mL pg™) 0.00900 0.01079 0.006182 0.006233

Precisao intra-dia

(% RSD, n=5) 0,060 ug mL™"

Precisao inter-dias
20 11 10 10
(% RSD, n=5) 0,050 yg mL™"

Uma vez otimizadas as condicoes do sistema GC-TEA, foram realizados
estudos usando a microextracdo em fase sélida, tendo como objetivo melhorar a

detectabilidade e seletividade da anélise.

Microextracao em fase soélida

A eficiéncia de extracdo na SPME depende de parametros como
temperatura, tempo de equilibrio, adicao de sal e tempo de exposicao da fibra.
Quanto ao modo de amostragem, esta pode ser realizada no espaco confinante
(“headspace”™HS) ou por imerséo direta. Tendo em vista a complexidade da matriz
e a volatilidade das nitrosaminas a amostragem foi realizada no HS. A dessor¢ao

do analito é realizada por dessorcao térmica no injetor do GC-TEA.

Além da fibra de PDMS-DVB-CAR 50/30 um também foi avaliada a fibra
com recobrimento de PDMS/DVB 65 ym, uma vez que foi verificado por Andrade
et al. (21) que esse recobrimento permite a extracdo de NDMA, NDEA, NPIR e
NPIP de amostras de lingliicas. Para esse estudo foram empregadas as condi¢des
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descritas por Andrade et al. (27), ou seja, teq: 10 min; T: 45 °C e tex: 25 min. Os
resultados obtidos com as duas fibras estdo apresentados na figura 2.

OPDMS-DVB
B PDMS-DVB-CAR

Area (mV*s)

Figura 2. Comparacao da fibra PDMS-DVB e PDMS-DVB-CAR na extracdo de
nitrosaminas de salsicha “hot-dog”. Condi¢des: 250 ng de NDMA, NDEA, NPIP e
NPIR. PDMS-DVB (teq: 10 min; T: 45 °C e tex: 25 min) e PDMS-DVB-CAR (teq: 10
min; adicao de sal: 36 % m/v NaCl; T: 45 °C e tex: 45 min).

A fibora PDMS-DVB-CAR apresentou melhor eficiéncia para a extragéo de
todas as nitrosaminas sendo, aproximadamente, cinco vezes maior para NDEA e
trés vezes maior para NPIP, em comparagdo com a fibora PDMS-DVB. A fibra
mista PDMS-DVB-CAR, devido a presenca das particulas de carvao ativado tem
aumentada a sua capacidade de retencao, potencializando o efeito de absorcao e
distribuigéo para o recobrimento (24).

Apé6s a escolha da fibra, o método de extracao foi otimizado através de

um planejamento experimental.
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Planejamento experimental

Para montar o planejamento fatorial para otimizagcdo dos principais
parametros experimentais na SPME foi necessario realizar experimentos
preliminares para a escolha das variaveis independentes, consideradas as mais
importantes nas respostas obtidas pela extracao por SPME.

As melhores condigdes experimentais estabelecidas para extragédo das N-
nitrosaminas por HS-SPME foram avaliadas, por um planejamento fatorial
fracionario 2*' com dois niveis (-1 e +1), a influéncia dos diferentes fatores que
afetam o processo de extracdo tais como: adicao de sal, tempo de equilibrio,
tempo e temperatura de extracdo, utilizando para tanto uma suspensdo de
salsicha “hot-dog” fortificada. Este planejamento resultou em 8 experimentos,
tendo sido verificado que a adicao de sal € importante, pois aumentou a eficiéncia
da extracao.

O resultado deste experimento demonstrou que o equilibrio entre a fase
liguida e a fase vapor, foi atingido apds 5 minutos. Portanto, para eliminar
variagdes quanto ao tempo de equilibrio, o estudo subsequente foi realizado com
um tempo de 10 minutos antes da exposicao da fibra no frasco de “headspace”.

No sentido de refinar os dois fatores de maior importancia na
determinacao de N-nitrosaminas por SPME (tempo e temperatura de extracdo) foi
realizado um novo planejamento experimental. O planejamento foi construido
como fatorial completo composto 22 com trés pontos centrais (0) e quatro pontos
axiais (—1.41 e +1.41) de acordo com a tabela 2. Os pontos axiais asseguram a
condicao de rotabilidade do planejamento. As superficies de resposta obtidas para
as quatro nitrosaminas estao apresentadas nas figuras 3 a 5.

Foram verificados dois perfis diferentes de superficies de respostas para
as nitrosaminas aliciclicas e ciclicas. As figuras 3 e 4 indicam que a amostragem
a 30 °C por um tempo de 60 minutos produz uma melhor recuperacdo de NDMA e
NDEA, na matriz salsicha “hot-dog”. Porém, a NPIP e NPIR apresentaram
diferente comportamento; o tempo de extracdo 6timo foi, aproximadamente, 60
minutos para ambas nitrosaminas e a temperatura que resultou em maior

recuperacdo foi 60 °C (figuras 5 e 6). As condigbes otimas de extragdo sé&o
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apresentadas na tabela 5. Considerando que em amostras de salsichas as N-
nitrosaminas mais comumente encontradas sao a NDMA, NDEA e NPIP foi
necessario estabelecer uma condicdo que permitisse a extracao simultanea das
trés nitrosaminas da amostra, considerando-se o LOQ e a adequabilidade do
tempo de analise.

Embora, o tempo de extracdo de 60 minutos leve a uma maior eficiéncia
de extracdo dos analitos e, portanto, permitiria a obtencdo de um LOQ mais baixo,
verificou-se posteriormente que um tempo de extracdo de 45 minutos é suficiente
para obter um LOQ de 10 pg kg, o qual é o limite de quantificacdo recomendado
pelo FDA (34). Assim, levando-se em consideracao o tempo de analise e o LOQ
foram estabelecidas as seguintes condicbes para a extragdo simultanea das
nitrosaminas: tempo de extracdo: 45 min; temperatura: 45 °C; tempo de equilibrio:
10 min e adicao de sal: 36 % m/v.

Tabela 5. Condigdes oOtimas de extragcdo por HS-SPME-GC-TEA para cada

nitrosamina.
Nitrosaminas Adicao de sal Tempo de Temperatura Tempo de
(% m/v NaCl)  equilibrio (min) (°C) extragao (min)
NDMA 36 10 30 60
NDEA 36 10 30 60
NPIP 36 10 60 60
NPIR 36 10 60 60
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Figura 3. Superficie de resposta para NDMA obtida no planejamento completo
composto 2°. Area de NDMA x tempo de extragdo x temperatura.
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Figura 4. Superficie de resposta para NDEA obtida no planejamento completo
composto 22. Area de NDEA x tempo de extracdo x temperatura.
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Figura 5. Superficie de resposta para NPIP obtida no planejamento completo
composto 2°. Area de NPIP x tempo de extracdo x temperatura.
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Figura 6. Superficie de resposta para NPIR obtida no planejamento completo
composto 2°. Area de NPIR x tempo de extracdo x temperatura.
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Parametros de validacao

Uma vez otimizadas as condicbes analiticas para a extragdo e
quantificagdo das N-nitrosaminas por HS-SPME-GC-TEA, o método foi validado
com o objetivo de garantir a exatidao, seletividade e reprodutibilidade e dentro da
faixa na qual as N-nitrosaminas foram determinadas.

O método HS-SPME-GC-TEA proposto para a determinacdo de
nitrosaminas em salsichas foi validado por avaliagdo dos seguintes parametros:
faixa linear, linearidade, sensibilidade, recuperacao, precisao intra- e inter-ensaios,
limite de detecgao e limite de determinacgéo, cujos parametros estao apresentados
na tabela 6.

Tabela 6. Parametros de validagdo para determinacédo de nitrosaminas em
salsichas por HS-SPME-GC-TEA.

Parametros de validacao NDMA NDEA NPIP NPIR
Faixa linear (ng) 60,0 a 60,0 a 60,0 a
60,0 a 1000
1000 1000 1000
Linearidade® 0,9884 0,9925 0,9980 0,9970
Sensibilidade (u.a.ng™) 0,01037 0,04670 0,03890 0,007076
Precisao intra-ensaio
13 7 5 10
(%RSD, n=3) 250 ng
Precisao inter-ensaios
12 11 9 10
(%RSD, n=3) 250 ng
Recuperacao (%)° 103 101 97 100
Limite de deteccao (ug Kg™)° 3 3 3 3
Limite de determinacéo (ug Kg™)° 10 10 10 10

4Linearidade é expressa pelo coeficiente de correlacdo da curva de calibracio.

®A recuperagcao foi calculada através do método de adicao de padrio, mediante
analise de uma amostra fortificada com 100 pg kg™

°Os Limites de detecgdo e determinacdo foram calculados com base em uma
amostra de 2,50 g.
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Os resultados obtidos foram satisfatérios, as curvas analiticas foram
construidas por adicao de padrao, devido a interferéncia da matriz, apresentando
desta forma linearidades adequadas (figura 7).
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Figura 7. Curvas de adicao de padrao (n=3) para a NDMA, NDEA, NPIP e NPIR.

A repetibilidade do método foi avaliada através da precisdo intra-ensaio e
inter-ensaio analisando-se uma amostra fortificada com 100 ug kg’ (n=3). O
resultado foi expresso como estimativa do desvio padrdo relativo (RSD),
apresentando-se uma variacdo de no maximo 12 %, dentro da variacdo maxima
considerada que € de 16 % (35).

A partir dos dados obtidos verifica-se que o método de extragédo
HS-SPME-GC-TEA apresenta sensibilidade adequada para a determinacdo de
N-nitrosaminas volateis em salsichas “hot-dog”.
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Analise de amostras por HS-SPME-GC-TEA

As amostras de salsicha “hot-dog” foram analisadas por HS-SPME-GC-
TEA, utilizando a fibora PDMS-DVB-CAR (figura 8). Para tanto, as condi¢cdes do
sistema HS-SPME e GC-TEA foram ajustadas de acordo com o estabelecido

anteriormente.
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Figura 8 Cromatograma obtido por GC-TEA de uma amostra de salsicha
“hot-dog” fortificada com 120 ug Kg' de cada uma das nitrosaminas e extraidas

por SPME. Condigbes cromatogréficas descritas anteriormente.

Em todas as amostras analisadas a concentragdo de todas as
nitrosaminas nesse estudo esteve abaixo do limite de detec¢do do método, o qual
pode ser devido a presenca do ascorbato de sodio, ou neste caso, do sal
eritorbato de sodio, que inibe a formacdo de nitrosaminas. Ainda, Maiolla et al.
2004 (36) verificaram que o teor médio de nitrito e nitrato em amostras de
salsichas comercializadas na regido de Campinas é de 37 mg kg™ e 107 mg kg™,

52




respectivamente. Esses resultados abaixo dos limites estabelecidos pela
legislagdo em vigor (150 mg kg™ para nitrito e 300 mg kg™ nitrato quantidade
residual maxima expressa como nitrito de sédio) (37) podem ter contribuido para a

nao deteccao das nitrosaminas nas amostras de salsichas.

Efeito do Aquecimento. A influéncia do aquecimento na formagédo de
nitrosaminas foi investigada através da analise de salsicha “hot-dog” logo apés a
fritura e o cozimento em agua. Segundo Fazio et al. (38) outras carnes curadas,
gue nao o bacon, apresentam alta quantidade de agua, e durante a fritura pode
acontecer a liberacdo das nitrosaminas volateis juntamente com o vapor de agua.
Durante o cozimento em agua pode ter ocorrido a perda de nitrosaminas para a

agua de cozimento.

Conclusao

O método de HS-SPME-GC-TEA desenvolvido para a determinagao de
nitrosaminas volateis em salsichas apresenta sensibilidade e seletividade
adequada para a determinagéao destes compostos téxicos em alimentos, tendo em
vista que o nivel de acao estabelecido pelo FDA (“Food and Drug Administration”
dos Estados Unidos) é de 10 pg kg” (34). A técnica de SPME apresentou como
vantagens simplicidade de manuseio, eficiéncia, sensibilidade e repetibilidade
adequada na determinacdo de nitrosaminas em amostras de salsicha, além de
nao utilizar solventes organicos.

Através do método desenvolvido, realizamos a analise em amostras de
salsicha “hot-dog”. A partir dos resultados concluimos que o eritorbato de sédio foi
eficiente como inibidor da nitrosacdo e que a baixa quantidade de nitrito e nitrato,
ja encontradas anteriormente nas salsichas, também contribuiu para a auséncia
de nitrosaminas. O aquecimento durante 0 modo de preparo nao proporcionou a
formacao de nitrosaminas.

Embora ndo tenhamos verificado a presenca de nitrosaminas nas

amostras analisadas se faz necessario a realizacdo de mais estudos em outros
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grupos de alimentos uma vez que o consumo regular desses compostos
apresentam riscos a saude da populagao.
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CONCLUSOES GERAIS

As nitrosaminas sdao compostos potencialmente carcinogénicos o que
justifica a monitoracao da sua presenca em alimentos, sobretudo naqueles em que
ha a probabilidade da formag&o de nitrosaminas durante o preparo como, por

exemplo, a salsicha.

O método HS-SPME-GC-TEA foi desenvolvido para a determinagdo de
nitrosaminas e apresentou sensibilidade e seletividade adequadas para a
determinacao desses compostos em salsichas. A simplicidade de manuseio,
eficiéncia, sensibilidade e repetibilidade foram as vantagens da técnica de SPME.

Diante dos resultados encontrados através do método desenvolvido é
possivel concluir que as salsichas “hot-dog” avaliadas passaram por padroes
corretos de fabricacdo ja que nao foi verificada a presencga de nitrosaminas nas
amostras analisadas. Além disso, o uso de eritorbato de s6dio como acelerador da
cura parece ter contribuido para a prevencdo da formacdo de nitrosaminas
mostrando ser um bom agente inibidor.

Apesar da formagcdo de nitrosaminas ser favorecida pelas altas
temperaturas, o preparo do produto segundo instrucbes da embalagem, nao
proporcionou a formacao de nitrosaminas.

Embora ndo tenhamos encontrado nitrosaminas nas salsichas avaliadas
sa0 necessarios novos estudos para determinar a presenca dessas substancias
em outros grupos de alimentos, uma vez que o0 consumo regular desses

compostos apresenta risco a saude da populagéo.
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ANEXOS
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CHs
ON—N
CHs

NDMA

Peso molecular: 74.08 AMU

Ponto de ebulicao: 153 °C

Peso especifico/densidade: 1.006 g mL ™

NO

NPIP

Peso molecular:114.1 AMU

Ponto de ebulicao: 225 °C

Peso especifico/densidade: 1.063 g mL"

CoHs
ON—N
CoHs

NDEA

Peso molecular: 102.1 AMU

Ponto de ebuligao: 177 °C

Peso especifico/densidade: 0.95 g mL"

Z

NO

NPIR

Peso molecular: 100.12 AMU

Ponto de ebulicdo: 216 - 218 °C

Peso especifico/densidade: 1.094 g mL™

ANEXO 1. Estruturas das N-nitrosaminas volateis estudadas e suas

propriedades fisicas e quimicas.
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Anexo 2. Estabilidade da solucdo 0,050 ug mL™ de NDMA, NDEA, NPIP e NPIR.

Anexo 3. Foto do sistema empregado para a microextracao em fase solida. Do
lado esquerdo aparece o banho de recirculagéo de agua (1) acoplado num
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