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RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE METODOS ANALITICOS PARA DETERMINACAO DE
NITRATO, NITRITO E N-NITROSAMINAS EM PRODUTOS CARNEOS

As N-nitrosaminas sdo compostos N-nitrosos formados em determinados
alimentos pela reagao de agentes nitrosantes, derivados de sais de nitrito ou 6xido
nitrico, com substancias contendo um grupo amino. A maioria das nitrosaminas
testadas em animais apresentam propriedades carcinogénicas, teratogénicas,
mutagénicas e agem transplacentalmente. O presente trabalho teve como objetivo
desenvolver e validar métodos para a determinagcdo de nitrato, nitrito e N-
nitrosaminas em produtos carneos, em particular, linglica e salsicha. A
metodologia proposta para a determinagao de nitrito e nitrato foi a analise por
injecdo em fluxo com deteccao espectrofotométrica em 460 nm. O método foi
baseado na reducédo do nitrito e nitrato a NO, com subsequente reagdo com Fe(ll)
e tiocianato em meio acido formando FeSCNNO®. Para a determinagédo de
nitrosaminas volateis (nitrosodimetilamina, nitrosodietilamina, nitrosopiperidina e
nitrosopirrolidina), foram desenvolvidos métodos baseados em cromatografia
gasosa com detetor de quimiluminescéncia (GC-TEA) e de massas para a
quantificacdo e confirmacgao de identidade, respectivamente. Para a extracdo das
nitrosaminas, foram avaliadas a extragao em fase sélida (SPE) e microextragcéao
em fase solida com amostragem no headspace (HS-SPME). O procedimento de
SPME foi avaliado para duas fibras (PDMS-DVB e poliacrilato) e otimizado por
planejamento experimental, onde foram considerados os seguintes parametros:
forgca idnica, tempo de equilibrio, tempo e temperatura de extracdo. Os métodos
desenvolvidos foram validados mediante avaliagdo dos seguintes parametros:
faixa linear, linearidade, sensibilidade, recuperacdo, repetibilidade, limite de
deteccgao e limite de quantificagao e aplicado na analise de amostras de salsicha e
linguica tipo frescal.

Palavras-chave: Nitrato, nitrito, nitrosaminas volateis, FIA, HS-SPME-GC-TEA,

produtos carneos.
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ABSTRACT

ANALYTICAL METHODS FOR THE DETERMINATION OF NITRATE, NITRITE
AND N-NITROSAMINES IN MEAT PRODUCTS

Nitrosamines are N-nitroso compounds formed in certain foods by the
reaction of a nitrosating agent, derived from either nitrite salts or nitrogen oxide,
with a substance having an amino group. The majority of nitrosamines tested in
animals are carcinogenic, mutagenic, teratogenic and act transplacentally. This
work describes analytical methods for the determination of nitrate, nitrite and N-
nitrosamines in meat products, in particular, sausages. Nitrite and nitrate were
determined by flow injection analysis with spectrophotometric detection at 460 nm.
The method is based on the reduction of nitrite and nitrate to nitric oxide, with
subsequent reaction with iron (ll) and thiocyanate in an acid medium, forming
FeSCNNO®. The determination and identity confirmation of volatile nitrosamines
(nitrosodimethylamine, nitrosodiethylamine, nitrosopiperidine and
nitrosopyrrolidine) were carried out by gas chromatography with a thermal energy
analyzer or mass detector, respectively. Solid phase extraction (SPE) and solid
phase microextracion with headspace sampling (HS-SPME) for the extraction of
the nitrosamines were evaluated. Two fiber coatings (PDMS-DVB and
polyacrylate) were evaluated and the conditions optimized by an experimental
design; the ionic strength, equilibrium time, extraction time and temperature were
considered. The methods developed were validated through the following
parameters: linear range, linearity, sensitivity, precision, limit of detection and limit
of determination, and accuracy and were applied in the analysis of nitrate, nitrite

and volatile nitrosamines in sausages.

Keywords: Nitrate, nitrite, volatile nitrosamines, FIA, HS-SPME-GC-TEA, meat

products.
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1.1- INTRODUGAO

Os compostos N-nitrosos e, em particular, as N-nitrosaminas, sao
potentes carcindgenos, além de apresentarem acao teratogénica e mutagénica
em animais de laboratério. As N-nitrosaminas podem ser formadas durante o
processamento de alimentos, bem como, in vivo, no trato gastrintestinal, pela
nitrosacdo de aminas secundarias, as quais podem estar associadas com um alto
risco de cancer gastrico, hepatico e de eséfago. De modo geral, os alimentos
crus tais como vegetais, carnes, peixes, frutas, cereais e produtos lacteos contém
baixos teores de N-nitrosaminas, muitas vezes préximos ao limite de deteccéo da
metodologia analitica empregada. No entanto, o processo de cura, onde se
adiciona nitrito e/ou nitrato, pode elevar consideravelmente o nivel de
nitrosaminas, entre as quais se destacam a nitrosodimetilamina (NDMA),
nitrosopirrolidina (NPIR), nitrosodietilamina (NDEA), nitrosopiperidina (NPIP),
nitrosomorfolina (NMOR), nitrosotiazolidina (NTHZ) e nitrosoprolina (NPRO). A
concentracdo residual de nitrito controla a formagdo de N-nitrosaminas em
alimentos.

O uso de aditivos alimentares, como o nitrito e nitrato, ndo é controlado
rigorosamente no Brasil como acontece em paises como os Estados Unidos. Em
segundo lugar, e talvez o mais importante, o Brasil tem inumeros alimentos
tipicos, assim como situacdes diferenciadas de processamento de alimentos que
propiciam a formagdo de N-nitrosaminas (processamento caseiro de bacon,
elaboragao e comercializagao de linguicas de preparo tipo caseiro).

Portanto, o tema deste trabalho é o desenvolvimento e validagao de
meétodos analiticos para determinagao de nitrato, nitrito e N-nitrosaminas como:
NDMA, nitrosodimetilamina, NDEA, nitrosodietilamina, NPIP, nitrosopiperidina e
NPIR, nitrosopirrolidina (Figura I.1) em produtos carneos.

A tese esta compreendida em 8 capitulos, sendo que neste capitulo |

esta sendo apresentado o assunto e a forma geral de organizagao deste trabalho.
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No capitulo Il sdo apresentados os objetivos gerais e especificos da tese e no

capitulo Il uma revisao bibliografica englobando os assuntos de interesse.

NDMA NDEA
CH; CHy— CH,
N—N=0 N—DNO
CH, CHy—CH;,
NPIP NPIR

N— N N_NO
& i :: sz’”

Figura 1.1- Fdérmula estrutural da NDMA (Nitrosodimetilamina), NDEA

(Nitrosodietilamina), NPIP (Nitrosopiperidina) e NPIR (nitrosopirrolidina).

O desenvolvimento e validacdo da metodologia analitica para
determinagao de nitrato e nitrito através de um sistema de injecdo em fluxo com
deteccao espectrofotométrica sao discutidos no capitulo IV.

No capitulo V é apresentado o estabelecimento das condi¢des
cromatograficas através do uso de cromatografia gasosa com detetor de
quimiluminescéncia e detetor de massas, visando a separagao e quantificagéo
das N-nitrosaminas volateis.

Duas técnicas de preparo de amostras para extracdo das N-
nitrosaminas volateis em produtos carneos foram avaliadas, cujos resultados
estdo apresentados no capitulo VI: uma baseada na extragdo com solventes e
posterior limpeza e pré-concentracdo por extracdo em fase sdlida e outra que
dispensa a utilizagao de solventes, que é a microxtracdo em fase solida.

Finalizando, no capitulo VII estdo apresentadas as conclusdes finais de
todo o trabalho, e no capitulo VIl estdo dispostas as referéncias bibliograficas,

que sao apresentadas de acordo com a norma da ABNT (NBR 6023, 2002).
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II.1- OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo geral o desenvolvimento de
métodos para a determinacdo de nitrito, nitrato e N-nitrosaminas em produtos

carneos.

Os objetivos especificos compreenderam:

e Desenvolver e validar um método de analise por injecdo em fluxo com
detecgcao espectrofotométrica para determinagao de nitrato e nitrito, utilizando
reagentes n&o carcinogénicos e de facil descarte;

e Desenvolver método empregando a cromatografia gasosa com detetor de
quimiluminescéncia (GC-TEA) e cromatografia gasosa acoplada a um detetor
de massas (GC-MS) para a determinagdo de NDMA, NDEA, NPIP e NPIR;

e Avaliar diferentes preparos de amostra (extragdo em fase sdlida e
microextracdo em fase solida) para a determinacdo de NDMA, NDEA, NPIP e

NPIR em lingligas por cromatografia gasosa, e validar o método.
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ll.1- CARACTERISTICAS GERAIS DE NITRATO, NITRITO E NITROSAMINAS

l1l.1.1- NITRATO E NITRITO

O ion nitrato (NO3’) € a base conjugada do acido nitrico (HNO3), acido
forte (pKa, = - 1,37) que se dissocia em agua formando ions nitrato. Sais de nitratos
sdo soluveis em agua, exceto os sais basicos de mercurio e de bismuto (OGA,
1996).

O ion nitrito (NOy’), por sua vez € a base conjugada do acido nitroso
(HNOy), acido fraco de pK, 3,37. Os sais de nitrito s&o mais estaveis que o acido
nitroso e sdo extremamente hidrossoluveis, exceto nitrito de prata (OGA, 1996).

Na natureza, os ions nitrato e nitrito sdo formados através de um
processo de oxidacao biolégica (nitrificagcdo), a partir do ion aménio, de acordo

com as reagoes (lI1.1) e (I11.2):

2NHs" +20H +30, <> 2NO; +2H' +4H,0 (111.1)
2NO, + 0, <> 2NO7 (111.2)

Estas reagbes sdo mediadas por microorganismos do solo como as
nitrosomonas, que oxidam o ion amdnio a nitrito, realizando a primeira etapa da
reacao (lll.1), e as nitrobactérias, que oxidam o nitrito a nitrato (Ill.2), tornando
este ultimo mais abundante no ambiente (PURVES et al., 2001).

Nitratos e nitritos estdo, assim, presentes no solo, na agua e nos
vegetais e, portanto, distribuidos naturalmente em alimentos de origem vegetal e

animal.

11
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111.1.2- N-NITROSAMINAS

As nitrosaminas sao compostos N-nitrosos, de férmula estrutural
R1R2N=0, onde R e R, podem ser grupos alquila ou arila. Dependendo do radical
R1 e Ry, esses compostos podem se encontrar nas formas sdlida, liquida ou
gasosa. De modo geral, as N-nitrosaminas sao estaveis, decompondo-se apenas
lentamente em solugdes acidas ou por radiagéo ultravioleta (MAFF, 1992).

Os compostos N-nitrosos sdo produzidos através da reagao quimica
entre compostos organicos nitrogenados e um agente nitrosante.

Em laboratério, as N-nitrosaminas sao, em geral, sintetizadas a partir
do acido nitroso e aminas secundarias. Os aspectos quimicos dessa reacéo tém
sido intensivamente estudados e varios artigos de revisdo encontram-se
publicados na literatura (KLEIN, 1982; LOEPPKY e MICHEJDA, 1994;
ZWICKENPFLUG, 2000).

As espécies nitrosantes mais importantes sdo NyO3;, NO2/N2Oy,
H,ONO™ e NO. O &cido nitroso (HONO) e o ion nitrito (NOy"), apesar de serem
inativos, podem formar espécies nitrosantes ativas através de diversos equilibrios
quimicos (Figura Ill.1) (DOUGLASS et al., 1978).

12
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NO*
Mn+
H -H,0
H20N0+ S E— HNO, — 3 N,O; NO + NO;
Y' + -
Y-NO + H,O NO, + H,O N,O,

Figura Ill.1 - Equilibrios quimicos envolvidos na formacao de espécies nitrosantes.
(DOUGLASS et al., 1978).

O agente nitrosante mais importante que participa na formacéo de N-
nitrosaminas em sistemas alimenticios € o anidrido nitroso (N2O3), produzido a
partir de 2 moles de HNO, ou NO," em solugdo aquosa acida (FRIDMAN et al.,
1971).

2NO; + 2H3;0" <= 2HNO, +2H,0 (1.3)
2HNO; —— N;0O3 + H,O (1.4)

O anidrido nitroso, uma vez formado, reage com a amina secundaria
através do par de elétrons ndo compartilhados do nitrogénio, para formar a N-
nitrosamina correspondente. Em solugdo aquosa, essa reagao segue uma cinética
de segunda ordem em termos de nitrito e de primeira ordem em relagdo a amina
(FRIDMAN et al., 1971).

2HNO, «—— N,O;3 + H.0 (I11.5)
R:NH + NO3 <—— Ro:N-N=0 + HNO;, (111.6)

13
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Uma vez que é a amina nao protonada que participa na formacao de
nitrosaminas, tanto o pH como o pKa da amina influenciam a reacdo de
nitrosagao. Em geral, o pH 6timo de reacgao situa-se entre 2,5 e 3,5, o que se deve
ao efeito inverso entre a formacao do anidrido nitroso, favorecido em pH acido, e
da amina livre, favorecido em pH basico (WALTERS et al., 1984). Por outro lado, a
velocidade de formacdo de N-nitrosaminas € inversamente proporcional a
basicidade da amina; exemplo disto é que, no mesmo valor de pH, a piperazina
(pKa 5,57) forma o composto N-nitroso a uma velocidade 5 x 10* vezes maior do
que a dimetilamina de pKa 10,72 (FAN e TANNENBAUM, 1972; DOUGLASS et
al., 1978).

Ressalta-se que o nitrato pode ser reduzido a nitrito na cavidade bucal
e, sendo a faixa 6tima de pH para a formacao de nitrosaminas semelhante aquela
encontrada no estdbmago do homem apéds ingestdo de alimentos, torna a formagao
de nitrosaminas in vivo um assunto de extrema importancia (CRADDOCK, 1992;
MIRVISH et al., 1995).

SEN et al., (2000) estudaram a formacdo da nitrosometiluréia (NMU)
por nitrosagdo da creatinina em carnes curadas no pH gastrico e encontraram
niveis de NMU acima do limite permitido.

Outro aspecto importante na formacédo de N-nitrosaminas € a presenca
de catalisadores e/ou inibidores da reag¢ao de nitrosacdo. Dentre as substancias
destacam-se como catalisadores: tiocianato, formaldeido, acidos e haletos e como
inibidores: ascorbato, «-tocoferol e SO, / bissulfito (FAN e TANNENBAUM, 1973).

Nos alimentos podem existir substancias inibidoras da reagdao de
formagao de nitrosaminas, tais como: taninos, compostos fendlicos e vitaminas C,
E e A. Particularmente, o acido ascorbico e o «-tocoferol sdo, provavelmente, os
inibidores mais importantes, uma vez que se encontram naturalmente presentes
em alguns alimentos (SCANLAN, 1983; POTTER, 1996).

Segundo estudos realizados in vitro, o mecanismo de inibigdo envolve

a reducao do anidrido nitroso a 6xido nitrico tanto pelo acido ascorbico (AA) como
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«-tocoferol (TF). Os inibidores sdo oxidados a acido deidroascorbico (DHA) e

«c-tocoquinona (TQ) (Figura I11.2) (SMITH, 1980).

N>O3z + Inibidor ——» 2NO + H, + Inibidor oxidado
(AA ou TF) 0 l (DHA ou TQ)
2

N2O4

Figura lll.2 - Reacéo de inibicdo da reagao de nitrosagao.

A acao inibidora do acido ascorbico sobre a reacao de nitrosacédo de
uma amina foi descoberta acidentalmente na formulagcdo do analgésico
aminopirina, quando foi inibida a formagcdo de nitrosodimetilamina.
Posteriormente, foi observado que esta vitamina inibia fortemente a formagao de
compostos N-nitrosos a partir da maioria das aminas e amidas (MIRVISH, 1972).
Em consequéncia, a administragao conjunta de acido ascoérbico ou carotendides e
aminas ou amidas em animais inibe os efeitos hepatotdxicos, carcinogénicos e
teratogénicos provenientes da sintese enddégena de nitrosaminas ou nitrosamidas
(WALTERS, 1992; ATANASOVA-GORANOVA, 1997).

RYWOTYCKI em 2002 estudou a influéncia de alguns aditivos
funcionais na formacgao de nitrosaminas em carnes e produtos carneos e chegou
a concluséo que a adigéo de polifosfatos juntamente com nitrito de sédio aumenta
o nivel de nitrosaminas (NDMA e NDEA) e que este nivel pode ser minimizado
com a introducao de ascorbato nas salmouras.

Estudos realizados para avaliar o efeito do ascorbato e isoascorbato na
formagao de nitrosodimetilamina (NDMA) em salsichas e empregando niveis de
nitrito legalmente permitidos nos EUA (156 mg kg™), evidenciaram que n&o ha
formagado de quantidades significativas de NDMA. Entretanto, com o emprego de

uma quantidade de nitrito 10 vezes superior, as salsichas apresentaram niveis de
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10 a 20 mg kg' de NDMA. Os resultados demonstram que o ascorbato e
isoascorbato na faixa de 550 mg kg™', em ambos os niveis, reduzem, porém nao
evitam, a formagdo de NDMA em salsichas (FIDDLER et al., 1973). Resultados
semelhantes a respeito da capacidade das vitaminas A, C e E na faixa de e de
polifendis na faixa de de inibirem a reacdo de nitrosacdo foram descritos em
outros trabalhos (PENSABENE e FIDDLER, 1985; HELSER et al, 1992;
POTTER, 1996; CHOI, et al., 2002; POURAZRANG, et al., 2002).

Outra forma de inibir a formagao de nitrosaminas em carnes curadas foi
avaliada por AHN et al., 2003 que utilizaram a radiagdo gama. Os autores relatam
resultados satisfatérios quanto a diminuicdo de NDMA e NPIR com a irradiagao de

5 kGy em anchovas salgadas e fermentadas.

lI.2- OCORRENCIA DE NITRATO, NITRITO E NITROSAMINAS EM
ALIMENTOS

11.2.1- NITRATO E NITRITO

Os nitratos estdo amplamente distribuidos no solo, agua e vegetais.
Sua presenca no solo é imprescindivel para que as plantas possam efetuar a
sintese de suas proteinas celulares. Nitrato e nitrito sdo também utilizados como
aditivos na forma de seus sais de sédio ou potassio em produtos carneos e em
queijos.

A presenga de nitrato nas aguas ocorre devido a sua elevada
hidrosolubilidade, que aumenta consideravelmente sua concentragdo nas aguas
subterraneas, rios e pogos.

A maioria dos compostos nitrogenados em aguas naturais tende a

conversdo para nitrato; entdo todas as fontes de nitrogénio, particularmente
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nitrogénio organico e aménia, devem ser consideradas como fontes potenciais de
nitrato. As fontes primarias de nitratos organicos incluem esgotos domésticos e
rurais; para os nitratos inorganicos que podem contaminar a agua potavel,
destacam-se o nitrato de potassio e o nitrato de amébnio, ambos largamente
usados como fertilizantes. Os nitratos ocorrem naturalmente na agua, em baixas
concentragbes, como produtos de estabilizagdo aerdbia de matéria organica
nitrogenada. Concentragdes mais elevadas ocorrem por estabilizagdo de esgotos,
drenagem de areas fertilizadas ou, ainda, oxidacdo de amoénia de origem industrial
(BRANCO e ROCHA, 1977). O nivel de nitrato pode variar amplamente, chegando
até a 450 mg L' em regides agricolas onde sdo utilizados fertilizantes
nitrogenados (CORNEE et al., 1992).

O nitrito é encontrado no meio ambiente somente a nivel de tracos. Ele
pode ser encontrado tanto naturalmente, como pela sua utilizacdo como aditivo
alimentar, principalmente como conservante e agente antimicrobiano em queijos e
produtos carneos (MOORE e MOORE, 1976).

Nos vegetais, o nitrato se encontra naturalmente presente, visto que a
planta absorve nitrato como fonte de nitrogénio para seu crescimento (WALKER,
1975). Em vegetais danificados ou em condigdes de armazenamento
inadequadas, incluindo temperatura elevada e periodo prolongado, ha uma
tendéncia de redugao do teor de nitrato, enquanto o teor de nitrito aumenta. A
conversao de nitrato a nitrito pode ser decorrente da agdo da nitrato-redutase
enddgena ou da presencga exégena de bactérias redutoras. A refrigeragao é capaz
de retardar o processo, sem contudo, preveni-lo (OLMEDO e BOSCH, 1988).

Durante o processo de cozimento do alimento também pode ocorrer
diminuicdo do teor de nitrato, visto que o ion tende a se difundir para a agua de
imersdo (OLMEDO e BOSCH, 1988).

Ja o teor de nitrito em vegetais crus, diferentemente do teor de nitrato, é
baixo, geralmente menor que 2 mg kg' do produto, enquanto os vegetais

fermentados ou em conservas, podem conter elevados teores de nitrato, acima de
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3500 mg kg™ e consideraveis niveis de nitrito, cerca de 400 mg kg™' (HOTCHKISS
et al., 1992).

Em alimentos industrializados, os sais de nitrato e nitrito sao
adicionados no processo de cura de carnes juntamente com a adigdo de sal,
agucar, temperos e outros ingredientes, objetivando a preservagdo do produto,
desenvolvimento e fixacdo de cor, sabor, aromas e melhoria de rendimento
(JUDGE et al., 1989). Ja em queijos, esses sais evitam o chamado estufamento
tardio, defeito que aparece depois de duas ou trés semanas apos a fabricagao do
alimento, que é causado, na grande maioria, pelo Clostridium tyrobutyricum, cuja
presenca produz alteragdo no odor e sabor do alimento (KYRIAKIDIS et al., 1997).

O nitrito, adicionado na forma de sais de potassio ou sédio, € utilizado
para preservar o aroma, inibir o crescimento de microrganismos e, principalmente,
conferir e fixar a cor rosea avermelhada, caracteristica dos produtos curados. A
cor de um produto carneo esta associada a conformagao quimica e concentragao
dos pigmentos heme, mais especificamente da mioglobina, composta por uma
cadeia polipeptidica denominada globina, acoplada a um grupo prostético,
denominado heme, composto por um atomo de ferro e um anel porfirinico
(CLYDESDALE e FRANCIS, 1976).

Na Figura Ill.3 €& apresentado um conjunto de reacgdes redox
envolvendo o ion nitrito, cujo mecanismo € indispensavel para a compreensao da
formagdo e estabilidade da cor dos produtos curados (SEBRANECK e FOX,
1985).
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Figura IlIl.3 - Reagdes redox envolvendo o nitrato (PRICE e SCHWEIGERT,
1994).

O nitrito pode ser adicionado diretamente no alimento ou ser obtido
através da reducao do nitrato, promovida pela acdo de bactérias redutoras. A
adicao de nitrato é atualmente empregada somente em processos de cura longa
(JUDGE et al., 1989).

O 6xido nitrico € obtido da redugao do nitrito que pode ocorrer de trés
formas distintas, a saber: agcdo de agentes redutores; acao redutora dos tecidos e
decomposicéo de acido nitrico (FOX e ACKERMAN, 1968; SEBRANECK e FOX,
1985).

Agentes redutores, como sais de acido ascoérbico, doam elétrons ao
nitrito, levando a formagao de oxido nitrico (BAUERNFEIND e PINKERT, 1970;
JUDGE et al., 1989; IZUMI et al., 1989). Esta, se constitui na principal via de
obtencdo de Oxido nitrico nos processos de curas comerciais (CORNFORTH,
1994).
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111.2.2- N-NITROSAMINAS

Compostos nitrosos, como por exemplo N-nitrosaminas, N-
nitrosouréias, N-nitrosoguanidinas e N-nitrosoaminoacidos podem ser produzidos
durante o processamento de alimentos. Dentre os compostos N-nitrosos, as
nitrosaminas constituem o grupo mais numeroso e mais estudado de substancias,
sendo grande o numero de revisdes a respeito dos niveis de N-nitrosaminas
volateis presentes em carnes curadas, peixes, queijos, leite em pd, malte, cerveja,
plantas medicinais e alimentos destinados a populacao infantil (SANTAMARIA,
1997; GLORIA et al., 1997; O'KEEFFE e KENNEDI, 1998; ATAWODI, 2003).

As N-nitrosaminas podem ser formadas no alimento a partir de
precursores nitrosaveis do préprio alimento e de agentes nitrosantes. Entre os
precursores nitrosaveis, destacam-se as aminas naturalmente presentes,
principalmente em alimentos que possuem alto teor de proteinas (DOUGLASS, et
al.,1978; FIGUEREDO, 1981).

De modo geral, os alimentos crus de diferentes categorias tais como
vegetais, carnes, peixes, frutas, cereais e produtos lacteos contém baixos teores
de N-nitrosaminas, muitas vezes proximos ao limite de deteccdo da metodologia
analitica empregada (IKKEN, et al, 1998). No entanto, o processo de cura, onde
se adiciona nitrito e/ou nitrato, pode elevar consideravelmente o nivel de
nitrosaminas (GRAY e RANDALL, 1979; IFT, 1987; CASSENS, 1997).

Estudos tém sido realizados para estimar a ingestao diaria de nitrato e
nitrito pelas diversas fontes, e os resultados tém sido acima dos limites de
ingestao diaria aceitavel (PENNINGTON, 1998). A concentrag&o residual de nitrito
controla a formagédo de N-nitrosaminas em alimentos, visto que a velocidade de
formagdo de  N-nitrosaminas é diretamente proporcional ao quadrado da
concentragédo de nitrito (HILL, 1988). Verificou-se que ocorre um incremento na

velocidade de formacgdo de N-nitrosopirrolidina (NPIR) em "bacon" a medida que
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se aumenta o teor de nitrito no produto em questdo (GRAY et al., 1982).

O mecanismo de formacdo da nitrosopirrolidina depende da
temperatura de cozimento. Quando sao utilizadas temperaturas baixas para a
fritura, no intervalo de 100 a 150 °C, ocorre a formagdo de nitrosopirrolidina via
pirrolidina e nitrosoprolina. No entanto, para temperaturas entre 175 a 200 °C
ocorre preferencialmente a descarboxilagado da prolina seguida pela nitrosagao da
pirrolidina. Esses resultados sdo importantes para estabelecer parametros no
sentido de evitar e/ou minimizar a formagao da N-nitrosamina (NAKAMURA et al.,
1976).

I1.3- DADOS DE EXPOSIGAO DE NITRATO, NITRITO E NITROSAMINAS

11.3.1- NITRATO E NITRITO

A exposicao diaria da populagcdo em geral ao nitrato e nitrito é
influenciada tanto pelos habitos culturais como pelo estilo de vida e localizagao
geografica. A dieta ocidental é rica em peixes salgados e queijos que contribuem
com valores relativamente altos de nitrito (WALKER, 1990). Ja os vegetarianos
consomem, de 50% a 100% mais vegetais do que outros consumidores,
consequentemente ingerindo alto teor de nitrato (STOPES et al., 1988).

Os alimentos de origem vegetal sdo a principal fonte da ingestdo de
nitrato pelo homem, representando aproximadamente 80% do total de nitrato
ingerido (KNIGHT et al., 1987).

Pesquisas frequentemente devem ser efetuadas para avaliar a
quantidade de nitratos e nitritos em alimentos a fim de que a Ingestdo Diaria
Aceitavel (IDA) relativa a esses ions nao seja ultrapassada, colocando em risco a

saude da populagao.
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O Comité FAO/WHO, do inglés Food and Agriculture
Organization/World Health Organization de Peritos em Aditivos Alimentares
(JECFA), em sua 59% Reunido, reavaliou os limites de IDA para os ions nitrito e
nitrato, com base nos ultimos estudos toxicologicos existentes. A IDA é a
quantidade de um aditivo (no caso nitrato e nitrito) que pode ser ingerido por toda
a vida sem provocar um dano a saude humana.

Para o nitrito o JECFA estabeleceu uma IDA de 0-0,07 mg kg™ de peso
corporeo, expresso como ion nitrito (WHO, 2003). Para o nitrato, o Comité
manteve a IDA de 0-3,7 mg kg'1 de peso corpdreo, expresso como ion nitrato, a
qual tinha sido estabelecida na sua 44° reuniao (WHO, 1996).

SILVEIRA et al., 1991 analisaram 112 amostras de queijos curados
adquiridos na cidade de Sao Paulo. Destas, 81 ndo apresentaram nitratos nem
nitritos; 8 apresentaram nitratos, das quais uma estava acima do limite permitido
pela legislacao, e nas 23 restantes, os niveis de nitrito e nitrato estavam abaixo de
10 mg kg™.

Os teores de nitrato e de nitrito encontrados em alguns tipos de

alimentos estdo apresentados na Tabela Ill.1.
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Tabela lll.1 - Teores minimo e maximo de nitrato e nitrito em alimentos.

Alimento Nitrato (mg kg™) Nitrito (mg kg™) Referéncias
Rucula 571-6122 - MARTIN e RESTANI,
2003
Rabanete 766-4570 - CHUNG et al., 2003
Espinafre 195-7793 - CHUNG et al., 2003
Queijos 7,40-13,10 0,70-1,50 KYRIAKIDIS et al., 1997
Lingiiica defumada 12,36-104,44 1,97-43,57 TURRA e AYUB, 1999
Lingliica bovina 3,2-3,8 7,4-7.8 KAZEMZADEH e
ENSAFI, 2001
Salame 2,0-2,8 4,3-49 KAZEMZADEH e
ENSAFI, 2001
Salsicha - 7,92-38,20 MOUSAVI et al., 1998
Salsicha 14-489 23-52 SANTAMARIA, 1997
Carne 508-984 38-76 VELASCO-ARJONA et

al., 1998
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111.3.2- N-NITROSAMINAS

Sao encontrados na literatura dados a respeito da exposicdo a N-
nitrosaminas em alguns paises como Suécia, Alemanha, Frangca e outros. No
entanto, em geral, pode-se afirmar que os dados disponiveis sdo escassos e/ou
incompletos, sendo que para o Brasil praticamente ndo existem dados disponiveis a
respeito da exposicdo as N-nitrosaminas através dos alimentos (CORNEE et
al.,1992; BIAUDET et al, 1994; OLIVEIRA et al., 1995; MITACEK et al., 1999;
LEVALLOIS et al., 2000).

O numero de trabalhos publicados a respeito do teor de N-nitrosaminas em
produtos carneos tém sido crescente, sendo que a maioria deles relaciona-se com o
teor de nitrosopirrolidina (NPIR) e nitrosoidroxipirrolidina (NHPIR) em bacon (GOUGH
et al., 1976; REYES e SCANLAN, 1984; GLORIA et al., 1997; RYWOTYCKI, 2003).

Na Tabela Ill.2 estdo apresentados o teor de N-nitrosaminas encontrados

em alguns alimentos.
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Tabela Ill.2 — Teores minimo e maximo de nitrosaminas em alimentos (ug kg™).

ALIMENTO NITROSAMINAS CONTEUDO REFERENCIA
Queijo Gruyere NDMA e NDEA 0,04-0,38 GLORIA et al., 1997
Peixe salgado NDMA 3-300 MAKI et al., 1980
Lula assada NDMA 2,413 KAWABATA et al., 1980
Anchova fermentada NDMA e NPIR 0,099-1,794 AHN et al., 2003
Carne curada NDMA, NDEA, NPIR ND - 55,0 HOTCHKISS e
e NPIP CASSENS, 1988
Carne curada NDMA, NDEA, 1,0-25,0 REYES e SCANLAN,
NMOR, NTHZ, NPRO 1984
e NPIP
Presunto NDBzA 23,6-52,3 SEN et al. 1997
Salsicha NDMA, NDEA e NPIP 0,4-1,1 RAOUL et al., 1997
Plantas medicinais NDMA 1,2-3,4 ATAWODI, 2003
Picles NDMA e NDEA 0,69-2,16 TRICKER e
PREUSSMANN, 1988
Margarina NMOR 1,7-3,80 SEN e SEAMAN, 1984
Sopas de vegetais NDMA e NDEA 4.90-11,44 TRICKER e

PREUSSMANN, 1991

NDMA: Nitrosodimetilamina, NDEA: Nitrosodietilamina, NPIP: Nitrosopiperidina, NPIR:
Nitrosopirrolidina, NMOR: Nitrosomorfolina, NTHZ: Nitrosotiazolidina, NPRO: Nitrosoprolina,
NDBzA: Nitrosodibenzilamina
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ll.4- ASPECTOS TOXICOLOGICOS

111.4.1- NITRATO E NITRITO

Os maiores riscos toxicoldgicos decorrentes da ingestdo de nitratos e
nitritos sdo: ocorréncia de metaemoglobinemia e a formagdo de compostos N-
nitrosos (WALTERS, 1992).

Segundo CORTAS e WAKID (1991), em adultos sadios, os nitratos e
nitritos sdo absorvidos pelo trato gastrintestinal, sendo o nitrato rapidamente
excretado pela via renal. Os nitritos, por sua vez, combinam-se com a
hemoglobina, transformando-a em metaemoglobina, por processo de oxidagcao do
ion ferroso a ion férrico no complexo porfirinico. A metaemoglobina (Methb) é
incapaz de transportar oxigénio, mas a enzima NADH-metaemoglobinaredutase
(NADH-diaforase) presente nos eritrocitos converte-a novamente em hemoglobina.

Quando os niveis de exposi¢do ao nitrito sdo baixos, a formagao de
MetHb é reversivel, sendo catalisada pela enzima NADH MetHb-redutase. Quando
o nivel de exposicao € elevado, o sistema de reducgéo é saturado, resultando em
um aumento da concentracdo de MetHb no sangue. Niveis de MetHb de 10%
podem produzir cianose assintomatica e com niveis entre 20 e 30% ha o
aparecimento de cianose com sinais de hipoxia, astenia, dispnéia, cefaléia,
taquicardia e inconsciéncia. Concentracdes em niveis superiores a 50% podem
ser fatais (BORONAT et al., 1982).

A Figura lll.4 apresenta a reagao de formacao da metaemoglobina pelo
nitrito e a reagédo de conversdo para hemoglobina. Ha varios fatores que mantém
fisiologicamente o ion ferro da hemoglobina no estado ferroso. O mais importante

parece ser a enzima NADH-metaemoglobina-redutase (SWANN, 1975).
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Hemoglobina Nitrito Metaemoglobina
Fe++ Fe+++
(Ferroso) (Férrico)

TNADH metaemoglobina-redutase

Figura lll. 4 - Formagdo de metaemoglobina pelo nitrito e sua conversdo a
hemoglobina (SWANN, 1975).

A populacéo infantil, em particular os lactentes com idade inferior a trés
meses S&0 0S mais susceptiveis a metaemoglobinemia por varios fatores: (1)
possuem baixa acidez gastrica, favorecendo a redugdo do nitrato a nitrito; (2)
levando em consideragdo o peso, a quantidade relativa de agua ingerida pelos
lactentes é, aproximadamente, dez vezes superior a dos adultos e (3) a
hemoglobina fetal consiste de 60 a 80% da hemoglobina total do sangue dos
recém nascidos. Cabe destacar que a hemoglobina fetal é reduzida mais
facilmente do que a hemoglobina de um individuo adulto e em lactentes ha uma
imaturidade do sistema NADH-metaemoglobina redutase, que tende a
desaparecer a partir dos 4 meses de idade (WHO, 1978; JAFFE, 1981;
McKNIGHT et al., 1999).

Na Alemanha e na Africa do Sul, a concentracdo maxima permitida para
o ion nitrato em agua potavel é de 44 mg L' e a Comunidade Européia
estabelece um limite de 5,6 mg L' Estudos em criancas da Europa tém
demonstrado que de trés a quatro por cento da causa da metaemoglobinemia
ocorrem com doses menores de 10 mg L™ (BRUNING-FANN e KANEENE, 1993).

Embora a metaemoglobinemia seja a principio o0 mais ameacgador efeito

da exposicao a nitrato, varios estudos sobre a alta exposicdo de nitrato tém sido
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ligados a uma variedade de efeitos como hipertrofia, aumento da tiredide,
hipertensdo e até efeitos carcinogénicos devido a formacdo de compostos N-
nitrosos. Todos os efeitos tém sido observados em estudos epidemiolégicos em
seres humanos e sdo, frequentemente, sustentados por estudos de fisiologia
humana e animal (BRUNING-FANN e KANEENE, 1993).

Estudos epidemiolégicos sugerem que a alta ingestdo de agentes
nitrosantes e a formacgao intragastrica de N-nitrosaminas podem estar associadas
com um alto risco de cancer gastrico, hepatico e de es6fago (SIDDIQI, et al., 1992;
WU et al., 1993; STEFANI et al., 2001; MITACEK et al., 1999; KIM et al., 2002).
Por outro lado, evidéncia indireta indica, através de estudos epidemiolégicos ou
nutricionais, que dietas ricas em vegetais, embora importantes fontes de nitrato,
sdo associadas com a diminuicdo do risco de cancer (WHO, 1996). Fatores
protetores, tais como acido ascérbico e a-tocoferol, presentes nestes alimentos
sdo conhecidos como inibidores da formacado de compostos N-nitrosos (MIRVISH,
1994; TERRY et al., 2001).

Em 1984, estudos na Italia compararam a incidéncia do cancer gastrico
em regides com alto e baixo teor de nitrato em agua potavel. Os pesquisadores
encontraram correlagdo positiva entre comunidades com elevado risco de cancer
e alto teor de nitrato (> 4,5 mg L") em agua potavel. Em comunidades que
ingeriram agua potavel com alto teor de nitrato, foi treze vezes maior a incidéncia
de céancer estomacal, do que outras comunidades que ingeriram a agua potavel
com baixo teor de nitrato. Na Inglaterra, estudos realizados em 1985 de 253 areas
urbanas, mostraram relagao entre o nivel de nitrato em agua e a taxa de cancer no
estdbmago (BRUNING-FANN e KANEENE, 1993).
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11.4.2- N-NITROSAMINAS

Os compostos N-nitrosos e, em particular, as N-nitrosaminas, sao
considerados potentes carcindbgenos, além de apresentarem acéo teratogénica e
mutagénica em animais de laboratério (BARTSCH e MONTESANO, 1984;
REYES e SCANLAN, 1984 ; SCANLAN, 1983; ROCHE et al.,1994). Efeitos
carcinogénicos de N-nitrosaminas ja foram observados em mais de 40 espécies
de animais testados, inclusive no macaco (BARTSCH e MONTESANO, 1984).

A inducao de tumores pode ocorrer em diferentes 6rgaos, dependendo
da estrutura quimica do composto N-nitroso, da dose, da via de exposicédo e da
espécie animal. Embora ndo existam evidéncias diretas da incidéncia de cancer
em humanos como resultado da exposigdo a nitrosaminas, presume-se que 0
homem também seja sensivel a agao toxica desses compostos (PREUSSMANN e
STEWART,1984; ROCHE et al., 1994).

As nitrosaminas sdo absorvidas principalmente no trato gastrointestinal
e também através da pele, ainda que com menor rapidez e porcentagem mais
baixa. Apds a absorgcdo, as nitrosaminas entram na corrente circulatoria,
desaparecendo do sangue apds um periodo de 8 horas. Os compostos nitrosos
ndo sao bioacumulados, mas sofrem biotransformacdo no organismo (SWANN,
1975).

As nitrosaminas requerem ativacdo metabdlica para exercerem sua
acgao carcinogénica (MAGEE e BARNES, 1956, 1967). A primeira etapa envolve
uma hidroxilagédo do carbono a do grupo alquila, catalisada pela monooxigenase
de funcdo mista (Citocromo Pss), formando um aldeido ou cetona e uma
nitrosamina primaria, instavel, a qual tautomeriza para um alquildiazoidroxido. Este
azoidroxido pode dar origem a um ion diazénio (MIRVISH, 1975), que por sua vez

pode alquilar sitios nucleofilicos do DNA, RNA e proteinas.
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l.5. ASPECTOS DE LEGISLAGAO

111.5.1- NITRATO E NITRITO

O limite tolerado de nitrito e nitrato como aditivo alimentar depende, em
particular, do produto alimenticio e da legislagédo vigente de cada pais.

A utilizagcdo de sais de nitrato e nitrito de soédio e/ou potassio no
processo de cura de carnes, levaram o Departamento de Agricultura dos Estados
Unidos (USDA, United State Department of Agriculture) a extensivas pesquisas
por volta de 1920, regulamentando sua utilizagdo ja em 1925. A regulamentacgéo
permitia o uso de nitrato e/ou nitrito, com um nivel residual maximo de 200 mg de
nitrito kg™, calculado como nitrito de sédio no produto final. Em 1975, um grupo de
peritos, criado pelo USDA, recomendou algumas alteragcées nos niveis de nitrato
e nitrito que foram adotadas em 1978, quando a regulamentagdo para bacon foi
alterada de maneira a permitir a adicdo de nitrito de sddio (120 mg kg™) ou nitrito
de potassio (148 mg kg'), acompanhado da adicdo de ascorbato ou eritorbato de
sédio (550 mg kg™) como inibidor de N-nitrosaminas. Ao mesmo tempo, o uso de
nitrato em bacon foi proibido e exigido uma monitoragdo do nivel de N-
nitrosaminas no local de produgao (IFT, 1987).

Em 1986, por orientagdo do USDA, a utilizagdo de nitrato foi permitida
somente em certos produtos fermentados ou de cura longa.

A adicdo de nitrato de sodio ou potassio em queijos, € permitida no
Brasil no limite de 50 mg kg™ no produto a ser consumido (BRASIL, 1996).

No Brasil, os limites do uso de aditivos sdo regulamentados pela
Portaria n° 1.004 de 11 de dezembro de 1998 do Ministério da Salde, sendo
estabelecido para produtos carneos, exceto o charque, limites de 150 mg kg™ e

300 mg kg'1 para nitrito e nitrato, respectivamente (BRASIL, 1999).
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Para o teor de nitrato e nitrito em agua potavel a Resolugdo n° 310, de
16 de junho de 1999, estabelece os limites de 50 mg L, calculado como nitrato e
0,02 mg L™, calculado como nitrito (BRASIL, 2001).

Cabe ressaltar que o Brasil ndo dispbe de legislagdo para limites do
teor de nitrato em vegetais, mas a Comunidade Européia estabeleceu como limite
maximo permitido para alface produzida em casa de vegetagao, teores de nitrato
na massa de matéria fresca de 3500 mg kg™’ para o periodo de verdo e 4500 mg
kg'1 para o periodo de inverno. O limite maximo para alface produzida em campo
aberto é de 2500 mg kg'. A concentragdo de nitrato em espinafre ndo deve

exceder 3000 mg kg™ no inverno e 2500 mg kg™ no verdo (MAFF, 1999).

111.5.2- N-NITROSAMINAS

S&o0 poucos 0s paises nos quais existe regulamentacéo especifica para
N-nitrosaminas. Nos EUA, o FDA recomenda para os produtos carneos curados,
valores de no maximo 10 ug de nitrosaminas volateis totais por kg do produto e
em cerveja se aceita um valor de no maximo 0,5 ng L' de NDMA (HAVERY e
FAZIO, 1985).

A Agéncia de Inspecao de Alimentos do Canada estabelece niveis
maximos de N-nitrosaminas como a NDMA, NDEA, NDPA, NDBA, NPIP e NMOR
de 10 mg kg™ e para NPYR de 15 mg kg™’ em carnes curadas (CANADA, 2003).

Nos paises em desenvolvimento e, em particular, na América Latina,
além de nao existir um monitoramento de composto N-nitrosos em alimentos, nao

existe uma legislacéo definida para esses.
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I11.6- ASPECTOS ANALITICOS NA DETERMINAGAO DE NITRATO, NITRITO E
NITROSAMINAS

111.6.1- NITRATO E NITRITO

Sao0 inumeros o0s métodos analiticos desenvolvidos para a
determinacdo e monitoramento de nitrato e/ou nitrito em alimentos, agua, material
biolégico, plantas e solos.

O ion nitrato é considerado de baixa toxicidade, mas quando reduzido a
nitrito pode representar um alto risco a saude, portanto ha interesse na
determinacao de ambos.

A quantificagcdo de nitrato, através das diversas técnicas apresentadas
na literatura, se diferenciam quanto a determinagdo que pode ocorrer de forma
simultdnea ou sequencial. Como exemplo de técnicas que realizam a
determinacdo de nitrato e nitrito simultaneamente pode-se citar as técnicas
voltamétricas e a eletroforese capilar, embora a detecgdo dos analitos seja
independentemente um do outro em uma unica medida (MOORCROFT et al,
2001). A determinacdo sequencial se baseia na deteccdo do ion nitrito
inicialmente, seguido da redug&o do ion nitrato ao ion nitrito para sua posterior
quantificacdo. Os valores dos teores de nitrato sdo obtidos por diferenca. A
estratégia de andlise na determinagcdo de nitrato e nitrito € dependente da
metodologia a ser usada.

Existem uma variedade de agentes redutores que foram avaliados
quanto a eficiéncia na reducado do nitrato a nitrito, entre eles redutores a base de
zinco (KOUPPARIS et al.,, 1982; SU et al., 1998), cobre-hidrazina (HILTON e
RIGG, 1983) e cadmio cuperizado (VAN STANDEN, 1982). Uma nova técnica
para reduzir nitrato a nitrito por foto-indugdo foi avaliado por TAKEDA e
FUJIWARA, 1993, que reportou o uso da radiagdo UV entre 200 e 300 nm,

resultando na formagao de nitrito e oxigénio. Esta técnica se mostrou atrativa uma
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vez que nao ha utilizacdo de substancias toxicas como o cadmio, porém, as vezes
este agente redutor pode provocar uma redugéo incompleta do nitrato ou levar a

formagao de amoénia.

111.6.1.1- PREPARO DA AMOSTRA NA DETERMINAGAO DE NITRATO E NITRITO

A extracdo de nitrato e nitrito da matriz tem sido frequentemente
realizada em meio aquoso devido a maioria dos sais de nitrato e nitrito serem
soluveis em agua. Segundo USHER e TELLING, 1975 a extragdo deve ser
realizada em pH neutro, ou levemente alcalino, uma vez que o nitrito € instavel em
pH menor que 5. O método mais utilizado na extragdo de nitrato e nitrito para
produtos carneos € o recomendado pela AOAC, 1997, que envolve extragao com
agua a80°C.

Dependendo da matriz (carne, leite, vegetal, entre outros), apds a
obtengao do extrato contendo nitrato e nitrito ha necessidade de que este extrato
passe por um processo de clarificacdo. O processo de clarificacdo do extrato
contendo nitrato e/ou nitrito € fundamental uma vez que, para alguns métodos
analiticos, como a espectrofotometria, sdo necessarios extratos limpidos. Para
tanto varios reagentes ja foram avaliados como sulfato de aluminio e potassio
(FOLLET e RATCLIFF, 1963), cloreto de cadmio + cloreto de bario (LARA et al,
1980), acetato de zinco + hexacianoferrato de potassio em meio basico e creme
de alumina (ELLIOTT e PORTER, 1971). Pelos dados apresentados na literatura,
0 acetato de zinco + hexacianoferrato de potassio (Reagente de Carrez) tem sido
o mais utilizado (ENSAFI e KAZEMZADEH, 1999; VELASCO-ARJONA, et al.,
1998; KAZEMZADEH e ENSAFI, 2001; HAGHIGHI e TAVASSOLI, 2002).
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111.6.1.2- DETERMINAGAO DE NITRATO E NITRITO

A técnica analitica mais amplamente empregada na determinacéo de

nitrato e nitrato, por sua simplicidade, é a espectrofotometria. Porém, varias outras

técnicas tem sido empregadas na determinagdo destes ions em diversas matrizes

(Tabela I11.3).

Tabela lll.3 - Técnicas analiticas empregadas na determinagdo de nitrato e nitrito.

Técnica Espécie Referéncia
ZATAR et al.,, 1999; OLIVEIRA et al,
Espectrofotometria NO3; /NOy
1995
Quimiluminescéncia/FIA NO3; /NO, MIKUSKA e VECERA, 2003
AHMED, et al., 1996; ZHI-QlI et al., 1998;
PINHO et al., 1998; GABRIEL et al,
1998; MONSER et al, 2002;
Espectrofotometria/FIA
KAZEMZADEH e ENSAFI, 2001;
NO3; /NOy
HAGHIGHI e TAVASSOLI, 2002; YUE et
al., 2004
MERINO et al., 2000; BUTT et al., 2001;
HPLC-UV NO;3; /NOy
CONNOLLY PAULL, 2001.
SEN et al., 1994; DUNHAM et al, 1995;
HPLC-Quimiluminescéncia NO,
HE et al., 2000
HPLC-Fluorescéncia NOs; /NO, STALIKAS et al., 2003
HPLC-deteccdo condutimétrica  NO3s /NO2  NOZAL et al., 2000
DI MATTEO e ESPOSITO, 1997; DAVIS
HPLC—deteccéo eletroquimica NO3; /NOy

et al., 2000.
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PEREZ-OLMOS et al., 2001; MOURZINA

Potenciometria NOjs

et al., 2003

ZHAO e CAIl, 1988; XIMENES et al.,
Polarografia NOs

2000

OZTEKIN et al., 2002; MIYADO et al.,

Eletroforese capilar NO3; /NOy

2003

HUANG et al., 2000; BULDT e KARST,
Fluorescéncia NOy

1999; WANG et al., 2000

Espectroscopia de absorcao
o NO; /NO,  SILVA et al., 1986
atémica

FIA: analise por injegdo em fluxo, HPLC: cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Atualmente, muitos sistemas utilizados na determinacdo de nitrato e
nitrito foram mecanizados dando origem aos sistemas de analise por injecdo em
fluxo (FIA, do inglés flow injection analysis).

A mecanizagcdao e/ou automagdao de procedimentos visando a
determinacdo quantitativa de espécies quimicas, tem sido proposta como
alternativa aos procedimentos convencionais quando se pretende:

¢ Analisar um grande numero de amostras por unidade de tempo;
¢ Minimizar o consumo de amostras e de reagentes;

e Diminuir problemas de contaminagao;

e Melhorar a precisédo dos resultados analiticos.

Muitas técnicas de detecgdo podem ser acopladas a estes sistemas
como detetores eletroquimicos (SEN et al., 1994), espectrofotométricos (CHEN et
al., 1999; KAZEMZADEH e ENSAFI, 2001; HAGHIGHI e TAVASSOLI, 2002),
entre outros.

O método recomendado pela AOAC para a determinacédo de nitrato e
nitrito, baseia-se na reag¢ao do nitrito com uma amina primaria aromatica em meio
acido para formar um sal de diazénio, que por sua vez reage com um composto

aromatico formando um azo-composto (reagédo de Griess), que absorve na regiao
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do visivel do espectro eletromagnético. O ion nitrato € determinado, geralmente,
como ion nitrito, apés redugdo em coluna de cadmio esponjoso (ELLIOT e
PORTER, 1971; AOAC, 1997). Esta reacéao foi avaliada por sistema de injecao
em fluxo por FERREIRA et al., 1996, apresentando-se como uma metodologia
simples, rapida e precisa na determinagao simultanea de nitrato e nitrito. O nitrato
foi reduzido a nitrito por intermédio de uma mini coluna de cadmio cuperizado (3
mm de diametro interno).

Outras reagbes foram avaliadas em sistemas de injecdo em fluxo
acoplados a um espectrofotdbmetro na determinagao de nitrato e nitrito em diversas
matrizes, conforme apresentado na Tabela I1l1l.4. Em todos os trabalhos
apresentados a frequéncia de amostragem foi na faixa de 20-30

determinagdes/hora.
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Tabela lll.4 - Métodos publicados para determinacdes de nitrato e nitrito.

Sistema Limite de Matrizes Referéncia
Reacional® detecgido
(rg L)
VNB — KBrOs3 NO; (0,5) Agua ZHI-Ql et al., 1998
NOs (2,5)
VPR — NaBrO; NOy (1,0) Carnes e agua KAZEMZADEH e
NOs (10,0) ENSAFI, 2001
GLC — NaBrO; NO2 (1,0) Carnes e agua ENSAFI e
NO;3 (2,0) KAZEMZADEH, 1999
NA + NED NO; (1,0) Linguigas, AHMED et al., 1996
NO3 (10,0) Queijos e farinha
de trigo
SFA + HCI + KCI NOz (1,0) Linguicas MOUSAVI et al., 1998
CPMB NO2 (2,0) Agua, carne e ZATAR et al., 1999
NO;3™ (2,0) vegetais

2 VNB - Verde de naftol B, VPR - Vermelho de pirogalol, KBrO; - Bromato de potassio,
NaBrO; - Bromato de sédio, GLC - Galocianina, NA - 3- Nitroanilina e NED - 1-Naftil
etileno diamina, SFN - Safranina, HCI - Acido cloridrico, KCI - Cloreto de potassio, CPMB -
Complexo fosfomolibidico.

111.6.2- N-NITROSAMINAS

Para fins analiticos, as N-nitrosaminas sdo divididas em volateis e n&o
volateis, sendo as ultimas consideradas todo composto N-nitroso ndo destilavel em
um sistema aquoso. Tais compostos incluem dialquilnitrosaminas de cadeia longa,

N-nitrosopeptideos e N-nitrosoderivados de bases organicas. As diferengas nas
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propriedades quimicas, fisicas e fisico-quimicas desses compostos dificultam o
estabelecimento de métodos analiticos de aplicagdo geral (WALTERS, 1992).
Todavia, trés metodologias analiticas tém sido basicamente adotadas (SCANLAN e
REYES, 1985).

e Formacdo de derivados volateis com subsequente analise por
cromatografia gasosa (GC) com detetor de quimiluminescéncia (TEA, do inglés
Thermal Energy Analyzer).

e Separacdo do composto N-nitroso nao volatil por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) com detetor TEA.

e Determinacdo da quantidade total de compostos N-nitrosos
mediante clivagem quimica da ligagdo N-NO e detecgdo do NO liberado por

quimiluminescéncia.

11.6.2.1- PREPARO DE AMOSTRAS NA DETERMINAGAO DE N-NITROSAMINAS VOLATEIS

A etapa de preparo da amostra geralmente € necessaria para isolar os
componentes de interesse de uma matriz, para uma forma apropriada a aplicacao
do método de determinagao escolhido (ANDERSON, 1991).

Em geral, as técnicas de preparo da amostra incluem procedimentos
como extracao, limpeza do extrato e pré-concentracdo, visando basicamente a
eliminagao dos interferentes e o ajuste da concentragdo do analito, acima do limite
detectavel (BUTZKE, 2000). Em particular, o preparo de amostras de alimentos,
visando a determinagdo de um composto volatil, deve ser avaliada
cuidadosamente, devido a complexidade da matriz, baixa concentracdo do
composto de interesse (geralmente, em niveis de ng g™'), facilidade de perda por
volatilizacdo, destruicdo do composto e formacao de artefatos (BLANCH et al.,
1998).
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Uma técnica ideal de preparo de amostra deve apresentar: facilidade no
manuseio, rapidez, baixo custo, ser compativel com a faixa de instrumento de
analise e apresentar boa eficiéncia analitica, incluindo seletividade e aplicabilidade
para determinagdes simultdneas (PAWLISZYN, 1997).

Muitas técnicas automatizadas e hifenadas tém sido desenvolvidas com
proposito de eliminar as dificuldades durante o preparo de amostras. A técnica
tradicional como extragdo com solvente e outras mais recentes como a extragao
em fase sdlida (SPE, do inglés Solid Phase Extraction), a microextracdo em fase
sélida (SPME, do inglés Solid Phase Microextraction), a extragcdo por fluido
supercritico (SFE, do inglés Supercritical Fluid Extraction) e extragdo por
microondas tém sido utilizadas para o preparo de amostras visando o isolamento

de nitrosaminas volateis em alimentos.

111.6.2.1.1- EXTRAGAO COM SOLVENTE

A extragdo com solvente, seguida da pré-concentracdo sob fluxo de
nitrogénio ou por evaporacdo em evaporador rotatério, foi um dos primeiros
métodos utilizados para isolar compostos volateis em alimentos. Porém, os baixos
niveis de concentragdo dos compostos volateis em alimentos, cerca de ug kg™,
restringem a aplicacéo direta deste tipo de extragao (SIDES et al., 2000).

Para a extracdo de N-nitrosaminas volateis em alimentos o método
recomendado pela AOAC é baseado na destilagdo com solventes e posterior
concentracdo em tubos de Kuderna-Danish (AOAC, 1997).

SEN et al.,, (2000) desenvolveram um método para extracdo de N-
nitrosometiluréia (NMU) em carnes curadas. O método foi baseado na extracdo da
NMU com acetato de etila, remogédo das gorduras com n-hexano e a limpeza do

extrato por extragdo em fase sélida em cartucho octadecil. A NMU foi eluida da
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fase com diclorometano (DCM). Os autores reportam uma recuperagcédo da NMU
na faixa de 42-68%.

ATAWODI, 2003 realizou a extracao N-nitrosaminas volateis em plantas
medicinais por destilagdo com 6leo mineral e limpeza do extrato em coluna
Extrelut, com eluicdo com DCM e pré-concentracdo em tubos de Kuderna-Danish.
A recuperacao das nitrosaminas por este método variou de 80-90%.

MITCH et al., (2003) compararam a extracdo da nitrosodimetilamina
(NDMA) em aguas por um extrator/concentrador liquido-liquido continuo “Corning

Accelerated One-Step™”

e por funil de separacdo. A extracdo realizada no
extrator continuo utilizando DCM como solvente extrator apresentou uma
recuperacao na faixa de 56% + 11%, enquanto no funil de separagéo a extragéo
foi de apenas 21% + 10%.

As nitrosaminas volateis sao eficientemente extraidas dos alimentos por
destilacao a vacuo (MAVELLE et al.,, 1991; RAOUL, 1997), porém este método
apresenta algumas limitagbes como o elevado consumo de tempo, trabalho
intensivo, pequena possibilidade de automacédo, possibilidade de contaminacéo,
perda do analito durante o processo de concentragao, formacdo de emulsdes e
problemas ambientais relacionados com o descarte de solventes devido ao
elevado consumo.

Outras técnicas, tais como a extracdo em fase solida, microextragdo em
fase solida e outras, tém sido utilizadas para o preparo de amostras na
determinacao de compostos volateis em alimentos, em substituicdo a extracéo
com solventes, portanto em trabalhos desenvolvidos recentemente essas técnicas

tém sido mais utilizadas como parametro de comparagao de técnicas recentes.
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111.6.2.1.2 - EXTRAGAO EM FASE-SOLIDA

A extragdo em fase solida (SPE) € uma técnica usada tanto para
extracdo de componentes de uma amostra como para limpeza e pré-
concentracao, e surgiu como uma alternativa para a extragao liquido-liquido (ELL),
apresentando algumas vantagens (HENNION, 1999).

A SPE é uma técnica interessante em relagdo a LLE por reduzir a
quantidade de solvente, o custo, e o tempo de extragcdo para a etapa de preparo
da amostra. Os cartuchos de SPE podem ser mais seletivos do que a extragao
liquido-liquido, podendo eliminar outros problemas da LLE como formacdo de
emulsdes e variaveis de extracdo (HENNION, 1999).

O principio desta técnica, em geral, pode ser dividida em 4 etapas
(FRITZ e MACKA, 2000):

e Condicionamento: E realizado antes da extracdo do analito,
preparando o cartucho para interagdes repetitiveis com a amostra. O
condicionamento é realizado pela passagem de um pequeno volume
de solvente pelo cartucho capaz de ativar o sorvente, permitindo que
os sitios ativos fiquem disponiveis e eluir algumas impurezas
organicas presentes nesta fase.

e Aplicacdo da amostra: a amostra liquida € passada através do
cartucho de SPE com auxilio de vacuo suave (aplicado em diregcéo
ao fim da coluna), que pode ser realizado com auxilio de uma
bomba. Nesta etapa ha retencdo do analito e de constituintes
indesejaveis presentes na amostra-matriz.

e Lavagem: E a passagem de um solvente através do cartucho SPE
para remog¢ao de constituintes indesejaveis retidos no cartucho.

e Eluicdo e coleta do analito: Passagem de um solvente apropriado,
selecionado especialmente para quebrar a interacdo analito-
sorvente, através do cartucho resultando na eluicdo seletiva do

analito.
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Apesar de encontrar na literatura citagdes que relatam a técnica de SPE
dividida em quatro etapas, pode-se considerar a ativagao do sorvente como uma
etapa independente do condicionamento, a qual se enquadraria como uma quinta
etapa.

Varios problemas surgiram quando a técnica de SPE foi aplicada no
isolamento, limpeza e concentracdo de compostos volateis em alimentos. Os
problemas foram associados a sor¢cdo dos compostos volateis nos cartuchos
resultando em baixas recuperagdoes e altos valores do branco. Muitas destas
limitacbes foram superadas com a introdugdao no mercado de uma ampla faixa de
fases estacionarias capazes de permitir uma selecado apropriada para cada grupo
de compostos (SIDES et al., 2000).

Um consideravel numero de solventes e muitas vezes uma mistura de
dois ou mais podem ser usados na etapa de eluicdo (FRITZ e MACKA, 2000).

O uso da automacao no preparo de amostras por SPE tem aumentado
significativamente nos ultimos anos, oferecendo algumas vantagens como
economia de tempo, melhor precisédo e exatiddo nos resultados e segurancga
devido a exposi¢cdo a amostras de risco (ROSSI e ZHANG, 2000).

O trabalho publicado por SANCHES FILHO et al., 2003, é um exemplo
do uso da técnica SPE na pré-concentracdo de nitrosaminas volateis em amostras
de salsichas. Neste trabalho a extracao foi realizada por destilagdo a vacuo com
posterior pré-concentragado em carvao ativo, sendo que a recuperagao variou de
38 a 55%. Segundo os autores, a recuperacao foi baixa devido a dificuldade na
extracdo das nitrosaminas da matriz sélida por destilagdo a vacuo. Em outro
trabalho publicado em 2003, SANCHES FILHO et al., avaliaram a extracdo de
nitrosaminas em amostras aquosas utilizando o carvao ativo granular como fase
soélida; neste trabalho os autores relatam que os resultados foram satisfatoérios, a
recuperacao variou de 29 a 107%, podendo o método ser aplicado na extragao de

nitrosaminas volateis em diversas matrizes aquosas.
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AHN et al, (2003) avaliaram a fase Extrelut® na extragdo de
nitrosaminas em amostras de anchovas fermentadas e salgadas, onde a
recuperacao obtida foi de 92,7 + 5,98%.

Um inconveniente da técnica SPE advém da variagdo que pode ocorrer
entre os cartuchos fabricados em industrias diferentes, ou até mesmo entre

cartuchos de uma mesma industria e de um mesmo lote.

111.6.2.1.3 -MICROEXTRAGAO EM FASE-SOLIDA

A microextracdo em fase-solida desenvolvida por Arthur e Pawliszyn em
1990, é uma técnica relativamente nova de preparo de amostras, na qual se utiliza
uma fibra de silica fundida revestida por um filme fino de um polimero ou de um
adsorvente soélido. O analito presente na amostra-matriz € diretamente extraido e
concentrado na fibra (PAWLISZYN, 1997). Esta técnica envolve dois processos: a
sorgao (particdo ou adsorgédo) dos analitos entre o revestimento e a amostra e a
dessorcao térmica do analito no injetor do cromatégrafo a gas (QUACH et al.,
1999).

A técnica de microextracado em fase solida pode ser realizada em dois
modos:
Microextragcdo em fase-sélida com amostragem no espago confinante
(HS-SPME, do inglés Headspace Sampling- Solid Phase
Microextracion): a amostra é frequentemente aquecida e os
compostos volateis sédo retidos na fibra sem que esta tenha contato
direto com a amostra;
Microextragao em fase-so6lida com amostragem por imersao direta
(DI-SPME, do inglés Direct Imersion - Solid Phase Microextracion): a

fibra € inserida diretamente na solugdo da amostra.
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A eficiéncia de cada modo depende das propriedades dos analitos e da
matriz. Particularmente, compostos n&o volateis presentes nas amostras sao
concentrados e retidos na fibra, podendo reduzir a vida-utii da fibra e sua
repetibilidade de extracdo (KATAOKA et al., 2000). Em geral, a DI-SPME é mais
sensivel que a HS-SPME para analitos presentes em amostras liquidas. Porém, a
HS-SPME apresenta baixo efeito de fundo e é apropriada para extracbes de
compostos volateis em amostras sodlidas, liquidas e gasosas (KATAOKA et al.,
2000).

A literatura apresenta uma lista de fibras comercialmente disponiveis e
relaciona estas com o tipo de composto em que pode ser utilizada (KATAOKA et
al., 2000), porém estas devem ser conferidas experimentalmente.

Varios tipos de revestimento de fibras sdo encontrados para extracoes
de diferentes compostos. A afinidade da fibra pelo composto depende do principio
“semelhante dissolve semelhante”. Por exemplo, a fibra apolar polidimetilsiloxano
(PDMS) é utilizada para extragao de compostos apolares como muitos compostos
volateis, porém, ela pode ser aplicada com sucesso também para compostos
polares, apos otimizacdo das condicbes de extragdo. Em geral, compostos
volateis requerem revestimentos mais densos dos polimeros (ALPENDURADA,
2000).

A SPME é uma técnica de grande aplicabilidade para uma extensa faixa
de compostos em uma variedade de amostras (PAWLISZYN, 1997).

SEN et al., (1997) avaliaram a técnica SPME na determinagdo de
nitrosaminas volateis em amostras de presunto. O método desenvolvido por estes
autores foi baseado na extracdo por destilacdo a vapor e posterior pré-
concentracdo por SPME utilizando-se uma fibra de poliacrilato. A recuperacao por
esta técnica variou de 41 a 112%.

A técnica de SPME apresenta numerosas vantagens em relacéo as
técnicas de extracdo tradicionais. Comparando-a com a SPE, a SPME preserva

todas as vantagens, tais como simplicidade, baixo custo e facil automagao além
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de eliminar desvantagens como a baixa eficiéncia devido ao entupimento de
cartuchos e o uso de solventes.

Uma outra grande vantagem da técnica de SPME ¢é a facilidade de se
obter sistemas hifenados, pois n&o requer o uso de interfaces especiais devido as

amostras injetadas serem livres de solventes.

11.6.2.1.4 - EXTRAGAO COM FLUIDO SUPERCRITICO

A extragdo com fluido supercritico (SFE) é uma operagao unitaria que
explora as propriedades dos solventes acima de seus pontos criticos para extrair
ou separar componentes de uma mistura. A aplicacdo de SFE esta baseada na
observagao experimental de que muitos gases aumentam seu poder de dissolugao
quando comprimidos acima do ponto critico. Apesar desta observagao ser
bastante antiga, somente nos ultimos anos este processo ganhou importancia em
processos analiticos e industriais (LANG e WAI, 2001).

O motivo que acarretou o desenvolvimento desta tecnologia como um
processo viavel de extracdo € que ela pode oferecer rapidez na extragdo, alta
eficiéncia e facilidade no acoplamento com as técnicas de analise. Outro fator que
contribuiu, foi a implantagcdo de programas que visam a minimizagdo do uso de
solventes (MORALES et al., 1998).

As propriedades dos fluidos supercriticos sdo intermediarias aquelas
exibidas por liquidos e gases: elevada densidade, baixa viscosidade, baixa tensao
superficial, alto poder de solvatacdo e grande potencial de seletividade. As
caracteristicas (tipicas do estado gasoso) permitem ao fluido supercritico penetrar
rapidamente no interior da amostra, possibilitando seu uso como solvente extrator
(LANG e WAI, 2001).

Entre os gases, o dioxido de carbono apresenta varias propriedades

vantajosas para a extragao supercritica, pois possui propriedade apolar com alta
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volatilidade e ndo ocasiona problemas ambientais. Ele tem sido empregado, com
certa vantagem, na separagao de produtos naturais, alimentos, aromas e 6leos,
uma vez que nao altera seus componentes. No aspecto de seguranca ele nao é
toxico, ndo é cancerigeno, n&o é inflamavel e no aspecto econdmico é barato e
facilmente disponivel (LARRAYOZ et al., 1999).

Num processo tipico de extragdao supercritica, o material contendo o
produto de interesse € colocado no extrator e um fluxo de CO, é passado,
extraindo varios compostos. O poder de solvéncia do CO, é altamente dependente
da pressao e da temperatura, que podem ser mudadas independentemente. A
manipulacdo de um destes parametros permite aumentar a seletividade da técnica
(LARRAYOZ et al., 1999).

Com o objetivo de alterar as propriedades fisico-quimicas, tais como
densidade, poder de solvatacio, polaridade e outros, podem ser adicionados ao
fluido supercritico, modificadores (solventes polares ou apolares), capazes de
melhorar sua seletividade e solubilidade, aumentando o campo de aplicagdo da
SFE, assim como os custos de operacdo (HAWTHORNE, 1993).

A extragdo com fluido supercritico foi avaliada por FIDDLER e
PENSABENE, 1996 na extragdo de nitrosaminas em bacon e comparada com a
extragdo em fase solida e extragao por destilagcdo a vacuo e destilagdo com dleo
mineral. A recuperagdo média dos trés métodos foram 74,9 + 7,5%; 80,3 + 6,0% e
79,8 + 8,3% para SFE, SPE e destilacao, respectivamente.

Algumas vantagens podem ser verificadas na utilizagdo da técnica de
extragdo com fluido supercritico quando comparada com técnicas tradicionais:
possibilidade de fracionamento multiplo, uso de solvente nao téxico, nao
inflamavel, ndo explosivo e barato, 0 menor tempo de extragao devido ao elevado
coeficiente de transferéncia de massa e a facilidade de recuperagao do solvente
para a reciclagem. A SFE é aplicavel as matrizes liquidas e sdlidas e é sensivel

para compostos em nivel de ug kg™
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11.6.2.2 - DETERMINAGAO DE NITROSAMINAS

Quanto a técnica de quantificagdo das N-nitrosaminas volateis, a
cromatografia gasosa (CG) tem sido a técnica mais utilizada e, geralmente, se
encontra acoplada a detetores seletivos para nitrogénio. O detetor mais utilizado
tem sido o de quimiluminescéncia (TEA, do inglés Thermal Energy Analyzer), uma
vez que esse € seletivo para compostos que contém o grupo N-nitroso
(PENSABENE e FIDDLER, 1994; GLORIA et al., 1997; RAOUL et al., 1997).
Porém, apesar do TEA ser seletivo para compostos N-nitrosos, também esta
sujeito a interferentes sendo, portanto, recomendado a confirmagao de identidade
por outra técnica analitica. Segundo IARC (International Agency for Research on
Cancer) 1972, o principal método para a confirmagao das N-nitrosaminas é a
espectrometria de massas (MS, do inglés mass spectrometry).

Alguns trabalhos tém sido publicados a respeito de desenvolvimento de
métodos para a determinagao de N-nitrosaminas em alimentos. Um método para
determinacao de N-nitrosaminas volateis em presunto defumado foi desenvolvido
por SEN et al.,, 1997, através da extracdo por destilagdo a vapor acoplado a
microextracao em fase solida e detecgao em GC-TEA. O limite de deteccdo do
método foi de 1 a 3 pg kg' para a NDBzA (Nitrosodibenzilamina) e NDBA
(Nitrosodibutilamina), respectivamente. O nivel de NDBzA encontrado em

amostras de presunto defumado variou em média de 31,9 a 316 ug kg™

LUQUE-PEREZ et al., (2001) desenvolveram um método automatizado
de injecao em fluxo baseado na hidrélise fotoquimica da N-nitrosodimetilamina
com posterior reacao do nitrito com o reagente de Griess. Este método foi avaliado
quanto sua aplicabilidade na determinacdo de NDMA em amostras de carnes
curadas através de teste de recuperacdo com resultados entre 91,6 -105,8 %. O
método espectrofotométrico apresentou limite de deteccéo entre 0,78 e 15 ng

mL™", que variou de acordo com o tempo de irradiacao.
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CARDENES et al., (2002) avaliaram um método para quantificacéo de
N-nitrosaminas volateis por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, do
inglés High-Performance Liquid Chromatography) com detetor de fluorescéncia.
Para a determinagdo das N-Nitrosaminas volateis em amostras de cervejas por
HPLC foi necessario realizar derivatizacdo em forno de microondas. A
recuperacao média das nitrosaminas variou entre 82,7-98,4 %. O limite de
deteccéo foi de 8 a 75 pg para as diferentes N-nitrosaminas estudadas.

Outra técnica avaliada na separagao e quantificacdo de N-nitrosaminas
volateis em amostras aquosas foi a eletroforese capilar eletrocinética micelar. Esta
técnica foi avaliada por SANCHES FILHO et al., (2003), apresentando limites de
deteccdo entre 3,4 € 9,6 ug L.
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CAPiTULO IV - DETERMINACAO DE NITRATO E NITRITO
POR FIA COM DETECCAO ESPECTROFOTOMETRICA
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IV.1- INTRODUGAO

Nitrato e nitrito sdo frequentemente monitorados em matrizes
ambientais como agua e solo e em matrizes alimenticias como vegetais e
produtos curados.

Os sais de nitrato e nitrito sdo adicionados intencionalmente durante o
processamento de alimentos de origem animal como embutidos e carnes curadas,
tanto para conservar como para conferir sabor, aroma e cor avermelhada
desejavel ao produto. Por outro lado, os riscos toxicoldgicos mais relevantes
gerados pela ingestdo de nitrato sdo a metaemoglobinemia e a formagéao in vivo
de N-nitrosaminas.

Varias metodologias tém sido propostas para a determinagéo
quantitativa de nitrato e nitrito, incluindo métodos cinéticos (KOUPPARIS et al.,
1982; LIANG et al., 1994), cromatograficos (SIU e HENSHALL, 1998; BUTT et al.,
2001), potenciométricos (LI et al., 1994; SCHALLER et al., 1994), amperométricos
(BERTOTTI e PLETCHER, 1997), voltamétricos (XIMENES et al., 2000),
eletroforese capilar (OZTEKIN et al., 2002) e espectrofotométricos (KAWAKAMI e
IGRASHI, 1996; AOAC, 1997).

No entanto, o método mais empregado € o recomendado pela AOAC
(1997), que envolve a reducado do nitrato a nitrito em coluna de cadmio esponjoso
e posterior determinagdo, por espectrofotometria na regido do visivel, do azo
composto formado mediante reagao do nitrito com acido sulfanilico e N-(1-naftil)
etilenodiamina (Reagao de Griess). As desvantagens dessa metodologia sao:
emprego de substancias potencialmente carcinogénicas, elevado consumo de
reagentes e baixa frequéncia de amostragem.

Neste capitulo € apresentado o desenvolvimento de um método de analise
por injecdo em fluxo com deteccdo espectrofotométrica para a determinagéo de
nitrato e nitrito em produtos carneos. O método desenvolvido baseia-se na
determinacao do nitrato e nitrito através de um complexo ternario formado a partir

de NO, ferro (Il) e tiocianato em meio acido. O complexo FeESCNNO™ absorve na
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regidao do visivel em 460 nm, sendo que a absorvancia é proporcional a
concentragao de nitrito e/ou nitrato. O NO é gerado em duas etapas: (i) redugao
do nitrato a nitrito em coluna de cadmio cuperizado e (ii) redugao do nitrito a NO
em meio de acido sulfurico.

O método proposto foi comparado com o método recomendado pela AOAC
(AOAC, 1997) adaptado para um sistema de injecdo em fluxo (GINE et al., 1980).

IV.2- OBJETIVO

O objetivo do presente trabalho € o desenvolvimento e validagdo de método
para a determinacdo de nitrato e nitrito em produtos carneos por analise por

injegdo em fluxo (FIA), utilizando reagentes de baixo custo e ndo carcinogénicos.

IV.3 - PARTE EXPERIMENTAL

IV.3.1- EQUIPAMENTOS

O sistema FIA usado foi constituido de: bomba peristaltica de quatro canais
(Ismatec, Suiga), tubos de Tygon com diametros internos variados (0,8; 1,2 e 1,4
mm d.i.), injetor proporcional de duas secbes de comutagdo construido em
acrilico, espectrofotbmetro modelo 432 (Femto, Brasil) provido de cela de fluxo de

vidro, com 10 mm de caminho ético e registrador (Intralab, Brasil).
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IV.3.2- REAGENTES

Os reagentes utilizados no desenvolvimento e aplicacdo do método para a
determinacdo de nitrato e nitrito foram: H.SO4 95 % (Merck, Alemanha), FeSO;, .
(NH4)2SO4 . 6 HO 98,5% (Merck, Alemanha), KSCN 99 % (Merck, Alemanha),
NayB4O7 99,5% (Carlo Erba, lItalia), NH4Cl 99,8 % (Vetec, Brasil) e Na;EDTA
99,5% (Synth, Brasil).

Os padrdes analiticos de NaNO, e NaNOj; foram adquiridos da Merck

(Alemanha) apresentando pureza de 99%.

IV.3.3- AMOSTRAS

Foram analisadas amostras de produtos carneos (salsichas e linglicas
tipo frescal) adquiridas em supermercados de Campinas — SP, no periodo de
2001 a 2002.

IV.3.4 PREPARO DE SOLUGOES

IV.3.4.1 SoLucgAo BASICA (C1)

A solugdo basica (NH4CI 1,87 mol L', NayB,O; 0,100 mol L' e
Na,EDTA 2,70.10° mol L) foi preparada em baldo volumétrico de 1,00 L a partir
da dissolugcéo 100 g de NH4CI, 20,0 g de NayB4O7, 1,00 g de Na,EDTA em agua
destilada. O pH da solugdo resultante foi ajustado para 8,5 com solugéo de
NH;OH.
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IV.3.4.2 SoLUGAO DE FERRO (ll) (R1)

A solugdo de ferro (Il) 0,0100 mol L' foi preparada a partir da
dissolugdo de 0,392 g de FeS04.(NH4),S04.6 H,O em H.SO4 1 mol L™ em baldo
volumeétrico de 100 mL.

IV.3.4.3 SOLUGAO DE TIOCIANATO (R2)

A solucdo de tiocianato 1,00 mol L™ foi preparada a partir da dissolugao
de 9,72g de KSCN em agua destilada em balao volumétrico de 100 mL.

IV.3.4.4 SOLUGAO PADRAO ESTOQUE DE NITRITO

Foi preparada uma solugao padrdo estoque de nitrito de concentragao
100 mg L™ a partir da dissolucdo de 0,150 g de NaNO,, previamente seco em
estufa a 110 °C por duas horas, em baldo volumétrico de 1,00 L.

IV.3.4.5 SOLUGOES PADRAO DE TRABALHO DE NITRITO
A partir da solugao estoque de nitrito (1V.3.4.4), mediante diluicdo com

agua, foram preparadas diariamente solugdes de nitrito de concentragdes 0,300;
0,600; 0,900; 1,20; 1,50; 1,80; 2,10; 2,40; 2,70 e 3,00 ug L.
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IV.3.4.6 SOLUCAO PADRAO ESTOQUE DE NITRATO

Foi preparada uma solugéo estoque de nitrato de concentragédo 100 mg
L™ a partir da dissolugdo de 0,137 g de NaNOs, previamente seco em estufa a 110

°C por duas horas, em baldo volumétrico de 1,00 L.

IV.3.4.7 SOLUGOES PADRAO DE TRABALHO DE NITRATO

A partir da solugéo estoque de nitrato (1V.3.4.6), mediante diluicdo com
agua deionizada, foram preparadas diariamente solu¢gbes de nitrato de
concentracdes 1,00; 3,00; 5,00; 7,00 e 10,0 mg L™,

IV.3.4.8 SOLUGAO DE ACETATO DE ZINCO

A solugdo de acetato de zinco 1,00 mol L™ foi preparada a partir da
dissolucao de 22,0 g de acetato de zinco com aproximadamente 80,0 mL de agua
destilada quente. Na temperatura ambiente, esta solucio foi transferida para balao

volumétrico de 100 mL e completado o volume com agua destilada.

IV.3.4.9 SOLUGAO DE HEXACIANOFERRATO DE POTASSIO

A solugdo de hexacianoferrato de potassio 0,250 mol L™ foi preparada a
partir da dissolugdo 10,6 g de hexacianoferrato de potassio com agua destilada

em baldo volumétrico de 100 mL.
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IV.3.5 SISTEMA FIA

IV.3.5.1 OTIMIZAGAO DO SISTEMA FIA NA DETERMINAGAO DE NITRITO

O sistema FIA desenvolvido para a determinagéo de nitrito foi montado

conforme esquema apresentado na Figura IV.1.

Injetor
Bomba proporcional .
peristaltica L, Registrador
Q ) p Descarte
1 ((((((0‘ Detetor
R 460 nm ?
2 L L
Bobi
Sggzge Descarte
100 cm

Figura IV.1 - Sistema FIA para a determinagao de nitrito. A: amostra; R4: 6,0
10 mol L™ de Fe(ll) em 6,0 10 mol L™ de H,SO,4 (1,2 mL min™); Ry: 0,40
mol L™ de SCN™ (1,2 mL min™"); L¢: alga de amostragem (300 pL).

O processo de otimizacao do sistema foi realizado de modo univariado.
Para tanto, foi empregado nitrito na concentragdo 3,00 mg L™, correspondente ao
ponto central de uma curva analitica obtida previamente. As condi¢cdes estudadas

estio descritas nas Tabelas V.1 a |IV.6.
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Tabela IV.1 - Estudo do efeito da concentragdo de Fe(ll)/H,SO4 na formacéo do
complexo ternario FESCNNO”. Sistema FIA (Figura IV.1).

Condigoes Conc. Concentragao dos Volume da Vazao Bobina
de H,SO, reagentes coloriméticos alca de (mL min1) de
-1 ~
(mol L™) Fe(ll) SCN- amostragem reacao
(mol L) (mol L) (L) (cm)

1107 1,0 10
3102 3,010*
6 1072 6,0 10* 2,410 300 1,2 100
9107 9,010*
12 1072 12 10

a A WO N -

Tabela IV.2 - Estudo do efeito da concentragao de SCN™ na formagao do complexo
ternario FeSCNNO®. Sistema FIA (Figura IV.1).

Condigoes Conc. Concentragao dos Volume da Vazdao Bobina

de H,SO, reagentes coloriméticos alca de (mL de

(mol L) Fer SCN’ amostragem min') reagdo

(mol L) (mol L) (uL) (cm)
0,03
0,06
0,12
0,18
6,0 107 6,0 10 0,24 300 1,2 100
0,30
0,36
0,40
0,42

© 00 N O OO A W DN -
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Tabela IV.3 — Estudo do efeito da concentracdo de H.SO, na formacdo do
complexo ternario FESCNNO”. Sistema FIA (Figura IV.1).

Condigoes Conc. Concentragao dos Volume da Vazao Bobina
de H,SO, reagentes coloriméticos al¢a de (mL min1) de
(mol L'1) Fe*" SCN’ amostragem reacao
(mol L) (mol L) (uL) (cm)
1 3,0 10™
2 6,0 10
3 9,0 102 6,0 10™ 0,40 300 1,2 100
4 12102

Tabela IV.4 - Estudo da influéncia do volume da alga de amostragem na formagao
do complexo ternario FeSCNNO™. Sistema FIA (Figura IV.1).

Condigoes Conc. Concentragao dos Volume da Vazao Bobina
de H,SO, reagentes coloriméticos alca de (mL min1) de
(mol L'1) Fe** SCN- amostragem reacao
(mol L) (mol L) (uL) (cm)
1 50
2 6,0 10 6,0 10 0,40 90 1,2 100
3 170
4 300
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Tabela IV.5- Estudo da influéncia do comprimento da bobina de reacdo na
formacao do complexo ternario FeSCNNO®. Sistema FIA (Figura 1V.1).

Condicoes Conc. Concentracgao dos Volume da Vazao Bobina
de H,SO, reagentes coloriméticos alca de (mL min1) de reagio
(mol L) Fe* SCN’ amostragem (cm)
(mol L) (mol L™ (uL)

1 50

2 6,010°  6,010™ 0,40 300 1,2 100

3 150

4 200

Tabela IV.6- Estudo da influéncia da vazdo dos reagentes na formacdo do
complexo ternario FeSCNNO®*. Sistema FIA (Figura IV.1).

Condigoes Conc. Concentragao dos Volume da Vazao Bobina
de H,SO, reagentes coloriméticos alca de (mL min") de reagao
(mol L) Fe’ SCN' _ amostragem (cm)
(molL")  (molL™) (uL)

1 0,6

2 6,010%  6,010* 0,40 300 1,2 100

3 1,4

4 1,6
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IV.3.5.2- OTIMIZAGAO DO SISTEMA FIA NA DETERMINAGAO DE NITRATO

O sistema FIA empregado para a determinacédo de nitrato foi
configurado conforme esquema da Figura 1V.2.

A coluna de foi confeccionada conforme recomendado na literatura
(FOLLET e RATCLIFF, 1963; GINE et al., 1980). Com auxilio de um bastdo de
vidro introduziu-se 1a de vidro na base inferior da coluna e em seguida o cadmio
esponjoso em agua. O cadmio esponjoso foi obtido a partir de bastdes de zinco
introduzidos em uma solugdo de sulfato de cadmio 20 % (m/v). O cadmio
esponjoso depositado na superficie dos bastées foi recolhido, triturado por 3
segundos em liquidificador, passado em peneira com malha de 1,60 mm e lavado
com &cido cloridrico 2 mol L™, por 3 min, e com adi¢des sucessivas de agua
destilada até pH neutro. Em seguida, a coluna de cadmio foi cuperizada pela
passagem de 50 mL de solugado de sulfato de cobre 0,10% (m/v) em 0,10 mol L
de EDTA e ativada pela passagem de 100 mL da solugdo C4 (NH4Cl + Na,B4O7 +
Na,EDTA, pH 8,5): H,0, 1:100 v/v e 50 mL de solugdo de NOs 2 10° mol L™ (van
STANDEN, 1982).

A reativagéo da coluna de cadmio foi realizada quando o sinal analitico
(absorvéancia) diminuia cerca de 5%, passando-se sucessivamente pela coluna
uma solugao de acido cloridrico 0,10 mol L™ por 5 minutos, agua deionizada por 5

minutos para lavagem, e solugao basica (C4) durante 5 minutos.
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Bomba Injetor
peristaltica L Registrador
1
A A, Descarte
C, Detetor
R L L C 460 nm }
Bobina de Descarte

Ro Reacao

100 cm

Figura IV.2 - Sistema FIA para a determinagao de nitrato. A: amostra; C¢:(NH4Cl +
NayB4O7 + Na,EDTA, pH 8,5): H,0, 1:100 v/v (1,2 mL min™"); Ry: 6,0 10 mol L
de Fe(ll) em 6,0 102 mol L™ de H,S04 (1,2 mL min™); Ry: 0,40 mol L™ de SCN™ (1,2
mL min™); Lq: alca de amostragem (300 uL); C: coluna de cadmio (75 mm x 3

mm).

Da mesma forma que o sistema FIA para a determinagcdo de nitrito,
foram realizados estudos para otimizagao do sistema na determinagao de nitrato.
Vérios parametros do sistema foram avaliados e a concentragdo de nitrato
utilizada nestes estudos foi de 3,00 mg L. As concentragdes de Fe(ll) e SCN’
utilizadas nos ensaios foram 6,0 10 mol L' em H,S0O, 0,060 mol L™ e 0,40 mol
L™, respectivamente. A vazao dos reagentes foi de 1,2 mL min™", o comprimento
da bobina de reacao foi de 100 cm e o volume da alga de amostragem foi de 300
pL. Os parametros que foram variados se encontram descritos nas Tabelas IV.7 a
V.10.
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Tabela IV.7 — Influéncia da diluicdo da solugcdo basica na reducido do nitrato a

nitrato pela coluna de cadmio de 5 cm x 3 mm. Sistema FIA (Figura IV.2).

Condi¢ées Solugao basica : H,O (v/iv) pH da solugao

1:1

1:10

1:100 8,5
1:1000

A WO DN -

Tabela IV.8 — Influéncia do pH da solugéo basica na reducgdo do nitrato a nitrato

pela coluna de cadmio de 5 cm x 3 mm. Sistema FIA (Figura IV.2).

Condigoes Solugao basica : H;0O (v/v) pH
7,5
8,0
8,5
1:100 9,0
9,5

a A WO N -
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Tabela IV.9 - Influéncia das dimensdes da coluna de cadmio utilizada na redugao
do nitrato a nitrito. Sistema FIA (Figura IV.2).

Condigées Solugao basica : H,O (v/iv) pH Dimensoes da coluna

de cadmio

(diametro interno x comprimento)

3mmx5cm
3mmx7,5cm
1:100 8,5 3mmx 10 cm

3mmx12cm

A WO N -

Tabela IV.10 - Influéncia da vazado da solugao basica utilizada na reducédo do
nitrato a nitrito. Sistema FIA (Figura 1V.2).

Condigdes  Solugdo basica : H,0 pH Vazio (mL min™)
(viv)
1 0,6
2 1,2
3 1:100 8,5 1,4
4 1,6
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IV.3.6- PREPARO DE AMOSTRA

Apds otimizadas as condicdes para determinacao de nitrato e nitrito,
através da formacdo do complexo FeSCNNO" pelo sistema FIA, foi realizada a

avaliacao do preparo de amostras de salsichas e linguigas.

IV.3.6.1- AVALIAGCAO DO EFEITO DA TEMPERATURA NA EXTRAGAO DE NITRATO E NITRATO

Neste estudo, amostras de salsichas e linguigas foram extraidas com
agua quente (70 °C) como descrito em 1V.3.7.1 (pag. 65) e também com agua a
temperatura ambiente. Para avaliar o rendimento de extragdo do nitrato e nitrito a
quente e a temperatura ambiente as amostras, em triplicata, foram fortificadas
com a adigao de 30 e 60% do valor nominal destes ions. Para tanto, foi utilizada
metade da quantidade da amostra homogeneizada empregada na determinagao

de nitrato e nitrito.

IV.3.6.2- ESTUDO DA ESTABILIDADE DO NITRATO E NITRITO NA AMOSTRA PREVIAMENTE

TRITURADA

Neste estudo, amostras de lingligas e salsichas foram congeladas ao
longo de 28 dias para verificar possiveis alteragdes no teor de nitrato e nitrito. Para
tanto as amostras (triplicata) foram trituradas, separadas em porgdes de 5,0 g,
congeladas em tubos de vidro de 50 mL e fortificadas com a adi¢cado de 30 e 60%
do valor nominal destes ions. O nitrato e o nitrito foram extraidos das amostras e

determinados em fungao do tempo: 0, 4, 8, 12, 20 e 28 dias.

64



Determinagao de nitrato e nitrato por FIA com detecgdo espectrofotométrica

IV.3.6.3- ESTUDO DA ESTABILIDADE DO EXTRATO

Neste estudo, amostras de linglicas fortificadas com a adicédo de 30 e
60% do valor nominal de nitrato e nitrito, foram submetidas ao processo de
extragao destes ions como descrito em 1V.3.7.1 (pag. 65) e os extratos congelados
para serem analisados ao longo de 28 dias. Os extratos foram analisados ao 0 dia,
4, 8,12, 20 e 28 dias.

IV.3.7- ANALISE DE AMOSTRAS DE PRODUTOS CARNEOS

As amostras de salsichas e linglicas foram trituradas em liquidificador
até a obtengdo de uma massa homogénea, pesadas e submetidas a extragao
IvV.3.7.1).

IV.3.7.1- EXTRAGAO DO NITRATO E NITRITO DA MATRIZ E CLARIFICAGAO DO EXTRATO

A extragcado do nitrato e nitrito foi realizada a partir da matriz triturada
em solugdo aquosa a 70 °C. A amostra (5,00 g) foram adicionados 40,0 mL de
agua destilada pré-aquecida a 70 °C. A solucao foi aquecida por 15 minutos em
banho-maria em ebulicdo. Apds esfriar, foram adicionados 2,00 mL de
hexacianoferrato de potassio 0,25 mol L™ e 2,00 mL de acetato de zinco 1,00
mol L™ para clarificagdo do extrato, conforme descrito na literatura (AOAC, 1997).
A solugdao permaneceu em repouso por 30 minutos, foi transferida para baldao
volumétrico de 100 mL, seu volume completado com agua destilada e em seguida

a solucéo foi filtrada em papel de filtro qualitativo Whatman.
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IV.3.7.2- DETERMINAGAO DO NITRATO E NITRITO POR FIA

O extrato obtido em 1V.3.7.1 foi analisado por FIA, empregando o
sistema apresentado nas Figuras IV.1 e IV.2. As condicbes empregadas foram:
concentracdes de Fe(ll) e SCN 6,0 10™ mol L™ em H,S04 0,060 mol L™ e 0,40 mol
L™, respectivamente. A vazdo dos reagentes foi de 1,2 mL min™", o comprimento
da bobina de reagao foi de 100 cm e o volume da alga de amostragem foi de 300
ML.

A quantificacédo foi realizada por padronizacdo externa. Para tanto, foi
construida a curva analitica para nitrato e nitrito, na faixa de concentracao de 1,00
a 10,0 upg mL" e 0,300 a 3,00 ug mL", respectivamente. Os extratos foram
diluidos com agua, de tal modo que o valor de absorvancia se situasse no meio da

curva analitica.

IV.3.8- VALIDAGAO DO METODO

Para garantir a confiabilidade do método analitico proposto para
quantificar nitrato e nitrito foram avaliados os seguintes parametros: faixa linear,
linearidade, sensibilidade, precisdo, efeito matriz, limites de deteccgao, limites de
quantificacéo e exatiddo. A exatidao foi avaliada por comparacdo de resultados
obtidos pelo método proposto com o método recomendado pela AOAC (1997)

através da quantificacéo de nitrato e nitrito em amostras de lingli¢as e salsichas.

Faixa linear: foram construidas curvas analiticas para o nitrito e nitrato no
intervalo de concentragéo de 0,300 a 3,00 g mL™ para nitrito e 1,00 a 10,0 Mg mL™”

para nitrato.
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Linearidade (r): calculadas a partir da regressao linear de cinco curvas analiticas
obtidas em um mesmo dia, empregando solugdes padrdao de nitrato e nitrito no
intervalo de concentragdo de 1,00 a 10,0 uyg mL™" e 0,300 a 3,00 pg mL™,

respectivamente.

Sensibilidade: calculada a partir do coeficiente angular médio das curvas

analiticas obtidas para o nitrato e nitrito, respectivamente.

Limite de deteccao (LOD): calculado a partir de cinco curvas analiticas pela

seguinte expressao:
3S )/ x
LOD =—~ (IV.1)

onde sy € a estimativa do desvio padréo das curvas analiticas e “m” o coeficiente

angular médios das curvas analiticas.

Limite de quantificagédo (LOQ): calculado a partir de cinco curvas analiticas pela

seguinte expressao:

10s .
LOQ =—22

(IV.2)

m
onde sy € a estimativa do desvio padréo das curvas analiticas e “m” o coeficiente
angular médios das curvas analiticas. Os valores foram calculados para uma

massa de amostra de 5,00 g.

Precisdo intra-ensaio: foi avaliada mediante analise consecutiva (n=6) em um

mesmo dia de uma solugédo contendo nitrito e nitrato na concentragao de 1,50 e
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5,00 ug mL™, respectivamente. A precisdo foi expressa pela estimativa do desvio

padrao relativo (RSD), obtido pela equacéo IV.3:
RSD (%) = %mo (IV.3)

s: estimativa do desvio padrao absoluto

X : média dos resultados

Precisdo inter-ensaio: foi avaliada mediante analise de uma solugdo contendo
1,50 e 5,00 pg mL™" de nitrato e nitrito, respectivamente, em cinco dias diferentes.
Todas as determinacdes foram realizadas em triplicata. A precisdo foi expressa

pela estimativa do desvio padrao relativo (RSD).

Efeito matriz: avaliado mediante teste de recuperagdo. Para tanto, 2,50 g de
amostras de linguigas e salsichas foram fortificadas com nitrato e nitrito em dois
niveis (30 e 60%) referente ao teor destes ions ja presentes na amostra. A
fortificacdo das amostras (triplicata) foi realizada através da adicao de 390 e 780

uL de uma solugao padrao de 1000 mg L™ contendo nitrato e nitrito.

Exatidao: foi avaliada mediante comparacdo de resultados obtidos na
determinacdo de nitrato e nitrito em lingligas pelo método FIA proposto e o
método oficial (AOAC, 1997). Para tanto, foram analisadas trés amostras de

salsichas e trés amostras de linguicas em um mesmo dia.
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IV.4- RESULTADOS E DISCUSSAO

IV.4.1- DETERMINAGAO DE NITRATO E NITRITO EM SISTEMA FIA

ZHAO e CAI, 1988 verificaram que a partir da reacédo do nitrito em
meio acido na presenga de tiocianato e Fe (ll) forma-se um complexo eletroativo
que adsorve na superficie do eletrodo de mercurio, sendo que a corrente é
proporcional a concentracao de nitrato. Posteriormente, XIMENES et al., 2000,
empregaram Co (ll) para a formacdo do complexo ternario e determinagcao de
nitrato em vegetais por voltametria, com a vantagem da formag¢ao de NO fora do
compartimento da cela voltamétrica, eliminando, assim, o efeito matriz.

O método desenvolvido neste trabalho para determinagédo de nitrato e
nitrito baseia-se na determinagdo do nitrato através do complexo ternario
FeSCNNO*, formado a partir de NO, Fe(ll) e SCN” em meio éacido, utilizando um
sistema por injecao em fluxo com detetor espectrofotométrico.

O NO é gerado a partir do ion nitrato em duas etapas:

(i) redugao do nitrato a nitrito em coluna de cadmio cuperizado e

(i) reducéo do nitrito a NO em meio de acido sulfurico.

As reacbes envolvidas na formagdo do complexo ternario estdo

descritasem IV.1 a IV.4:

Cd/Cu

NOs — > NOy (IV.1)
3NO; +2 Hs0" —» 2NO + NO3 + 3 H,0 (IV.2)
Fe?" + SCN" < FeSCN' (IV.3)
FeSCN* + NO < FeSCNNO" (IV.4)

O complexo FeESCNNO® absorve na regido do visivel do espectro
eletromagnético com um maximo de absorvancia em 460 nm, sendo que a

absorvancia é proporcional a concentragao de nitrato e nitrito.
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IV.4.1.1- OTIMIZAGAO DO SISTEMA FIA NA DETERMINAGAO DE NITRITO

A formagao do complexo ternario depende das concentragdes de Fe(ll)
SCN" e H,S0O,.. Portanto, com o objetivo de estabelecer as condigdes analiticas
otimas para o sistema FIA (Figura IV.1, pag. 56), foi realizado um estudo
univariado, sobre a influéncia das concentragdes de Fe(ll), SCN™ e H,SO4 no sinal
analitico.

Inicialmente o sistema foi avaliado para a determinagao de nitrito, sendo
que foi variada a concentragéo de Fe(ll) em H,SO4 (condigdes experimentais, vide
tabela IV.1), mantendo-se constante a concentracdo de SCN'. Os resultados
obtidos neste estudo (Figura IV.3) indicam que o valor de absorvancia aumenta
com o aumento da concentracdo de Fe(ll) até 6,0 10* mol L, permanecendo
constante para concentragdes maiores. Variando-se a concentracdo de SCN-
(Tabela IV.2) é verificado (Figura IV.4) um aumento da absorvancia com o
aumento da concentracdo desse ion até 0,40 mol L, o que representa um
maximo de absorvancia para uma razao das concentracbes de SCN™/ Fe(ll) igual
a 600. O meio acido é de grande importancia na formagao do complexo, pois é o
responsavel pela reducado do nitrito a NO para posterior formagao do complexo
FeSCNNO®. Na Figura IV.5 (condigdes experimentais Tabela 1V.3), pode-se
verificar que a partir da concentracdo 0,060 mol L' de H,SO, o valor de
absorvancia permanece praticamente inalterado, sendo esta a concentracao
suficiente para reduzir quantitativamente o nitrito a NO.

Uma vez otimizadas as condi¢gdes experimentais quanto aos reagentes,
foi avaliado o volume da alga de amostragem e comprimento da bobina de reagao
(Figura 1V.6, condi¢cdes experimentais Tabelas 1V.4 e IV.5). Entre os volumes de
amostragem avaliados (100 a 300 plL), o volume escolhido foi o de 300 uL, por
apresentar sensibilidade adequada. A bobina de reacdo de 100 cm apresentou o
melhor resultado verificando-se, portanto, que a reagcdo nao € instantanea, pois

em comprimentos menores a reagdao nao se completou e, em bobinas de
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comprimento maior que 100 cm, a dispersdo no sistema leva a uma reducido no

sinal analitico.
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Figura IV.3 — Influéncia da concentragcdo de Fe(ll) na formagcdo do complexo

ternario. Influéncia da concentragdo de SCN: 0,24 mol L' e NO,: 3,0 mg L.
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Figura IV.4 - Influéncia da concentracdo de SCN™ na formacdo do complexo
ternario. Fe(ll): 6,0 10 mol L™ em H,S0O4 0,060 mol L™ e NO,: 3,0 mg L™.
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Figura IV.5 - Influéncia da concentracdo de H,SO, na formagdo do complexo
ternario. Fe(ll): 6,0 10 mol L™, SCN™: 0,40 mol L' e NO; 3,0 mg L™.
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Figura IV.6 — Influéncia do comprimento da bobina da reagdo na formagao do
complexo ternario. Fe(ll) 6,0 10* mol L™ em H,SO4 0,060 mol L™, SCN™ 0,36 mol
L"'e NO, 3,0mg L.
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Nas condicbes experimentais 6timas estabelecidas foi construida uma curva
analitica (absorvancia em 460 nm vs. concentragdo do fon em mg L) para nitrito. A
curva obtida apos otimizagdo das condi¢gdes de reducdo do nitrito a 6xido nitrico e

formagéo do complexo FeESCNNO", no sistema FIA, esta apresentada na Figura IV.7.
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n
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0.1
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00030609121518212427 30333639
Concentragao de Nitrito (mg L'1)

Figura IV.7 - Curva analitica para o nitrito determinado no sistema FIA (n=3).

A partir da curva analitica foram estabelecidas as seguintes figuras de

merito:
» Faixa linear dinamica: 0,300 a 3,00 mg nitrito L™
» Linearidade: 0,9969

> Sensibilidade: 0,139 unidades de absorvancia L mg™
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1IV.4.1.2- OTIMIZAGAO DO SISTEMA FIA NA DETERMINAGAO DE NITRATO

O sistema FIA utilizado para a determinagao de nitrato foi o mesmo que
0 empregado para o nitrito com a modificacdo da introdugcédo do carregador C4 e
uma coluna de cadmio esponjoso (Figura IV.2, pag. 61). A coluna de cadmio tem
a finalidade da reducdo do nitrato a nitrito anterior a reacdo de formacido do
complexo, que absorve em 460 nm. A confecgcdo da coluna foi baseada no
trabalho de GINE et al. (1980). A reducdo do nitrato & nitrito é favorecida em meio
alcalino e como solugédo tem sido usada uma mistura de sais nas seguintes
concentracdes: NH4Cl 1,87 mol L™, Na,B4O7 0,10 mol L' e Na,EDTA 2,7 10 mol
L™ (FOLLET e RATCLIFF, 1963). No entanto, apds a reducdo do nitrato o meio
necessita ser neutralizado e acidificado para a geracao do NO a partir do nitrito.
Portanto, além do pH da solugéo é importante a avaliagido da concentracdo desta
solugdo. Diversas diluigbes foram realizadas, conforme apresentado na Tabela
IV.7, pag. 62 e os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela IV.11.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela IV.11, pode-se
verificar que ocorrem pequenas variagbes nos valores de absorvancia nas
diluicdes da solugdo carregadora de 1:1 v/v, 1:10 v/v e 1:100 v/v. Nas solugdes
mais concentradas foi verificada a formacdo de bolhas no sistema ficando
comprometida a repetibilidade. Sendo assim, optou-se por trabalhar com uma
diluicdo de 1:100 v/v da solugao C4, visto que com esta solugao obteve-se além da

sensibilidade, repetibilidade adequada do sinal analitico.
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Tabela IV.11: Efeito da diluicdo da solucéo basica na redug¢ao do nitrato a nitrito

Diluicdo da solugao C,4 Absorvancia S (n=3)
(viv) média em 460
nm, ( n=3)
1:1 0,200 0,010
1:10 0,188 0,003
1:100 0,182 0,003
1:1000 0,160 -

S: estimativa do desvio padrao absoluto.
C1: NH,CI 1,87 mol L'+ Na,B407 0,10 mol L™ + Na,EDTA 2,7 10° mol L™ (pH = 8,5)

A eficiéncia da coluna redutora contendo cadmio cuperizado no
processo de reducdo depende do pH da solugdo C4. No intervalo de pH de 7,5 a
9,5, a maior absorvancia foi obtida em pH 8,5 (Figura 1V.8 B).

A dependéncia da absorvancia em funcao da vazao da solugao Cq esta
apresentada na Figura IV.8. A. A maior intensidade de sinal foi obtida com uma
vazao de 1,2 mL min™", ou seja, em vazbes maiores a reagdo nao se completa e
com vazdes menores ocorre maior dispersdo do analito no sistema.

O comprimento da coluna redutora de cadmio cuperizado também foi
avaliado na reducédo do nitrato a nitrito, sendo que entre os comprimentos
avaliados (5,0; 7,5; 10 e 12,5), a de 7,5 cm apresentou melhor eficiéncia na
reducao do nitrato nas condi¢des empregadas (Figura I1V.8 C).

A eficiéncia de redugdo da coluna de cadmio cuperizado foi
determinada pela introducdo de padrdes de nitrato e nitrito de concentragdo 3,0
mg L™ pela alca de amostragem do sistema FIA (Figura IV.2, pag. 61) com e sem

a coluna de cadmio. A eficiéncia de reducgao foi calculada em 78%.
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Figura IV.8 - (A) Vazao da solugédo C; 1:100 v/v (pH 8,5). Concentracao de Fe(ll) 6,0
10™* mol L' em H,S04 0,060 mol L™, SCN™ 0,36 mol L™, dimenséo da coluna de cadmio
75 mm x 3 mm, e NO3™ 3,0 mg L™ (B) Influéncia do pH da solugdo C¢ na formagao do
complexo FESCNNO*; Fe(ll) 6,0 10 mol L™" em H,S0O4 0,060 mol L™!, SCN" 0,36 mol
L1, tamanho da coluna de cadmio 75 mm x 3 mm, diluicdo da solugao basica 1:100
vlv, vazdo da solucdo basica 1,2 mL min™ e NOs 3,0 mg L™ e (C) Comprimento da
coluna de cadmio nas condigdes: Fe(ll) 6,0 10 mol L™ em H,SO4 0,060 mol L™, SCN-
0,36 mol L1, pH da solugao basica 8,5, diluicdo da solugao basica 1:100 v/v, vazao da

solugdo basica 1,2 mL min™ e NOs™ 3,0 mg L™ na formagao do complexo FeSCNNO*.

76




Determinagao de nitrato e nitrato por FIA com detecgdo espectrofotométrica

Depois de otimizado o sistema FIA para a determinacdo de nitrato,
foram introduzidas no sistema solugbes padrdo de nitrato no intervalo de

concentracdo de 1,00 a 10,0 mg L™, obtendo-se a curva analitica apresentada na

Figura IV.9.
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Figura IV.9: Curva analitica para o nitrato determinado no sistema FIA (n=3).

A partir da curva analitica foram estabelecidas as seguintes figuras de
meérito:
» Faixa linear dinamica: 1,00 a 10,0 mg nitrato L™
» Linearidade: 0,9986

> Sensibilidade: 0,0587 unidades de absorvancia L mg™”

77



Determinagao de nitrato e nitrato por FIA com detecgdo espectrofotométrica

IV.4.1.3- EFEITO MATRIZ NA DETERMINAGAO DE NITRATO E NITRITO EM AMOSTRAS DE

EMBUTIDOS

O método FIA desenvolvido anteriormente foi aplicado na determinagao
de nitrato em produtos carneos, sendo que o efeito da matriz foi avaliado
mediante teste de recuperacdo. Para tanto, amostras de salsichas foram
fortificadas com nitrito e nitrato em dois niveis (30 e 60%) e as amostras de
linguicas fortificadas somente com nitrato, uma vez que o nitrato n&o foi detectado
nestas amostras. O procedimento foi realizado conforme descrito em |1V.3.8. (pag.
66). Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela IV.12. A recuperagao
média para os dois niveis de fortificagao ficou no intervalo de 93 — 110 e 88 — 97%
para nitrato e nitrito, respectivamente. As amostras apresentaram teor médio de

nitrato e nitrito de 1,23 e 0,986 mg kg'1 respectivamente.

Tabela IV.12 - Recuperacdo meédia (n=3) de nitrato e nitrito em amostras de

embutidos para dois niveis de fotificagdo (30 e 60%).

Recuperagao + RSD (%)
Matriz

Nitrato Nitrito

30% 60% 30% 60%

Linglica 110+ 3 95+3 * *

Salsicha 105+ 2 93 +1 88 +3 97 +3

RSD - estimativa do desvio padrao relativo.

* Abaixo do limite de deteccgéao
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IV.4.1.3.1- AVALIAGAO DO EFEITO DA TEMPERATURA NA EXTRAGAO DE NITRATO E
NITRATO

O efeito da temperatura na extracdo do nitrato e nitrito foi avaliada com
o intuito de verificar a possibilidade de extragdo do nitrato e nitrito da matriz de
embutidos em agua a temperatura ambiente, pois na extragdo a quente poderia
ocorrer conversao do nitrato a nitrito. Portanto, foi avaliada a extragao de nitrato e
nitrito em produtos carneos a 70 °C de acordo com o método da AOAC (1997) e a
temperatura ambiente. Os resultados obtidos estdo apresentados nas Tabelas
V.13 e V.14 .

Tabela IV.13 - Recuperagdo média (n=3) de nitrato e nitrito por extragdo em agua

a temperatura ambiente e agua a 70 °C na analise de amostras de lingligas.

Fortificagcao Extragio a 70 °C Extragcao a Tambiente
Nitrato Nitrito Nitrato Nitrito
30% 97% * 100 % *
60% 100% * 77 % *

* Abaixo do limite de deteccao
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Tabela IV.14 - Recuperagao média (n=3) de nitrato e nitrito por extragcdo em agua

a temperatura ambiente e agua a 70 °C na andlise de amostras de salsichas.

Fortificacao Extragdo a 70°C Extracao a Tambiente
Nitrato Nitrito Nitrato Nitrito

30% 113 % 109 % 60 % 76 %
60% 108 % 94 % 111% 48 %

Pelos valores da recuperacdo de nitrato e nitrito relacionados nas
Tabelas 1V.13 e IV.14 verifica-se que com o procedimento de extragdo com agua a
temperatura ambiente obteve-se uma menor taxa de recuperagédo em relagdo ao
procedimento de extracdo a quente. Esses resultados sugerem que o
procedimento de extragdo a 70 °C é o mais adequado na determinagdo de nitrato
e nitrito em produtos carneos. Segundo PHILLIPS, 1968 o aquecimento da
amostra na extragao de nitrato e nitrito se faz necessaria, tanto para a inativacao
da enzima nitrato-redutase, quanto para a precipitacado de proteinas. Portanto,
com este procedimento evita-se a conversdo do nitrato a nitrito na etapa de

extragao.

IV.4.1.3.2- ESTUDO DA ESTABILIDADE DO NITRATO E NITRITO NA AMOSTRA PREVIAMENTE
TRITURADA

Neste estudo foram avaliadas possiveis alteragdes no teor de nitrato e

nitrito em amostras de linguicas e salsichas trituradas, homogeneizadas,
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congeladas e analisadas ao longo de 28 dias. Para tanto, as amostras foram
analisadas, em triplicata, nos dias 0, 4, 8, 12, 20 e 28 dias apds o congelamento.

Verificou-se, pelos resultados apresentados nas Tabelas IV.15 e V.16,
que tanto a amostra de salsicha quanto a de linguiga ndo apresentaram diferencas
significativas (p<0,05) nos teores de nitrato e nitrito quando congeladas ao longo
de 28 dias. Este estudo foi importante no intuito de garantir a estabilidade dos
analitos nas amostras para serem analisadas posteriormente, pois é relatado na
literatura que 50% do nitrito adicionado nas carnes perde-se nas primeiras 24
horas e menos que 10% permanece depois de 7 dias em amostras estocadas em
geladeira (PARDI e SANTOS, 1996).

Tabela IV.15: Teores de nitrato e nitrito em amostras congeladas de salsicha ao

longo de 28 dias (n = 3).

Valor médio * s (mg kg™)

Analise Nitrato Nitrito
0 dia 40 + 2 19,4 + 0,1
4 dias 41 +1 18,7 + 0,1
8 dias 37,1+0,5 18,9+0,3
12 dias 38 + 1 21+3
20 dias 39 + 1 20,5+0,4
28 dias 41+3 224 +04

s = Estimativa do desvio padrao absoluto (n=3)
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Tabela IV.16: Teores de nitrato e nitrito em amostras congeladas de lingui¢a ao

longo de 28 dias (n = 3).

Valor médio + s (mg kg'1)

Analise Nitrato Nitrito
0 dia 253 + 1 n.d.
4 dias 256 + 1 n.d.
8 dias 2452 +0,4 n.d.
12 dias 250 + 3 n.d.
20 dias 239 +3 n.d.
28 dias 242 + 2 n.d.

s = Estimativa do desvio padrdo absoluto (n=3)
n.d. = ndo detectado

IV.4.1.3.3- ESTUDO DA ESTABILIDADE DO EXTRATO

Este estudo foi realizado para verificar a possibilidade da extracao de
nitrato e nitrito em amostras de carnes em dias anteriores a determinacao dos ions
no sistema FIA. Para isto, os extratos foram congelados por até 28 dias, sendo o
teor de nitrato e nitrito determinados em 4, 8, 12, 20 e 28 dias apds o preparo da

amostra. O teor de nitrito apresentou-se abaixo do limite de detec¢ao do método.
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Na amostra de linglica o teor de nitrato permaneceu estavel (p < 0,05)
no decorrer dos 28 dias nos extratos congelados. Os resultados sao apresentados

na Figura IV.10.
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Figura IV.10 - Teores de nitrato no extrato de linguiga congelada por um periodo
de 28 dias.

IV.4.1.4- VALIDAGAO DO METODO FIA

O método FIA proposto para a determinagao de nitrato e nitrito em
linguicas foi validado por avaliagcdo dos seguintes parametros: faixa linear,
linearidade, sensibilidade, recuperacdo em dois niveis, repetibilidade, limite de
deteccdo e limite de quantificacdo, cujos procedimentos empregados estdo
descritos em 1V.3.8. e o0s respectivos parametros estabelecidos estao
apresentados na Tabela IV.17.
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Tabela IV.17: Parametros de validagao para o método proposto.

Parametros Nitrato Nitrito
Faixa linear (mg L'1) 1,00 - 10,0 0,300 — 3,00
Linearidade 0,9986 0,9969
Sensibilidade (unidades de absorvancia L mg™) 0,0587 0,139
Limite de deteccdo (mg L™) 0,30 0,20
Limite de quantificagdo do método (mg kg™')* 20 13
Recuperagéao (%) 93 -110 88 - 97

Repetibilidade intra-ensaio (% RSD, n=6)

(1) 1,00 mg L™ NO3 e 0,30 mg L' NOy 3,78 3,50
(2) 3,00 mg L' NO3 e 1,50 mg L' NOy° 1,19 1,06
(3) 5,00 mg L' NOs e 3,00 mg L' NO, 0,760 0,930

* LOQ calculado para uma massa da amostra de 5,0 g.

A exatiddo do método foi avaliada mediante comparacao de resultados
obtidos na determinacéo de nitrato e nitrito em amostras de linguigas e salsichas
pelo método proposto e 0 método recomendado pela AOAC, 1997 (Tabela IV.18).
Cabe destacar, que o método da AOAC foi adaptado para o FIA.
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Tabela IV.18 - Comparacdo do método desenvolvido com o método oficial da
AOAC.

Concentracao de nitrito + ts,, Concentracao de nitrato + ts,,
Amostras (mg kg™) (mg kg™
Método Método AOAC Método Método AOAC
proposto proposto
Lingiica
1 n.d n.d 86 +6 83+4
2 39+3 41+ 3 59+3 59+5
3 n.d n.d 84 +2 84 +3
Salsicha
1 26+5 28+5 58 +6 56 +4
2 77+5 76 +3 39+5 38+3
3 27+3 28+ 3 40+ 5 43 +3

Sy« = Estimativa do desvio padrdo da média (5 determinagdes) da concentragdo de nitrato

e nitrito. t = t-distribuicdo com 95% de confianga com (n-2).

A frequéncia de determinacédo no sistema proposto apds o preparo da
amostra € de 30 e 40 determinagbes por hora para nitrato e nitrito,
respectivamente.

A partir da Tabela IV. 16 verifica-se que os resultados obtidos na
determinacao de nitrato e nitrito em linguicas e salsichas pelo método proposto

nao diferem significativamente (P < 0,05) dos valores determinados pelo método
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da AOAC e, portanto, indica que o método proposto € exato, ou seja, ndo existe

evidéncia da presenca de erros sistematicos.

IV.5. CONCLUSAO

O método de analise por injecdo em fluxo com detecgdo
espectrofotométrica desenvolvido para determinacéo de nitrato e nitrito, através do
complexo ternario FESCNNO®, é adequado para o monitoramento de nitrato e
nitrito em produtos carneos.

O método FeSCNNO®, apresentou em relacgdo ao método
espectrofotométrico oficial recomendado pela AOAC, as seguintes vantagens:
emprego de reagentes nao carcinogénicos, baixo consumo de reagentes, elevada
freqUéncia analitica quando comparado com o método realizado em batelada e
menor manipulagdo das amostras.

Quanto as amostras analisadas, estas se mostraram dentro do limite
aceitavel pela legislacdo que é de 150 e 300 mg kg~ para nitrito e nitrato,

respectivamente.
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CAPITULO V - ESTABELECIMENTO DAS
CONDICOES CROMATOGRAFICAS PARA
SEPARACAO DAS NITROSAMINAS VOLATEIS
POR GC-TEA E GC-MS
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V.1- INTRODUGAO

A andlise de residuos de nitrosaminas em alimentos requer o emprego
de métodos de separagdo e o emprego de detetores seletivos com adequada
detectabilidade.

As N-nitrosaminas volateis sdo normalmente separadas e quantificadas
por cromatografia gasosa com detetores especificos. O detetor de
quimiluminescéncia (TEA, do inglés Thermal Energy Analyzer) é indicado na
literatura como sendo o detetor mais empregado na determinacdo de N-
nitrosaminas volateis, em fungcdo de sua elevada seletividade. Porém, é
recomendada a confirmacao de identidade das N-nitrosaminas pelo detetor de
massas.

Durante anos, a espectrometria de massas foi empregada isoladamente
no estudo e elucidagdo das estruturas de substancias organicas. Hoje, sua
utilizacdo esta mais difundida, devida a sua associagao, através de interface, com
a cromatografia gasosa, cromatografia liquida e plasma indutivamente acoplado,
na qual o espectrometro de massas € usado como detetor de alta seletividade e
sensibilidade.

A cromatografia gasosa acoplada ao detetor de massas pode ser usada
tanto na confirmagédo de identidade quanto na quantificagdo das N-nitrosaminas
volateis. Porém, para a quantificacdo de substancias em baixas concentragdes,
como no caso das N-nitrosaminas é necessario trabalhar no modo selegao de ions
(SIM, do inglés Selected lon Monitoring).

O principio de funcionamento do TEA baseia-se na clivagem da ligagao N-
NO, formando um radical nitrosila, que, por sua vez, reagindo com ozénio forma
diéxido de nitrogénio no estado excitado (NO,*). Ao decair para o estado
fundamental ocorre emisséo de radiagdo luminescente em 600 nm. Dependendo

do limite de detecgéo requerido, pode ser necessario a concentragcéo prévia do
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analito, podendo neste caso o GC-TEA atingir limites de detecg¢do abaixo de 1 pg
kg (RAOUL et al., 1997; SEN et al., 1997).

Entretanto, com um cromatédgrafo a gas acoplado a um espectrémetro de
massas de alta resolugao é possivel a determinacédo de tragos de N-nitrosaminas,
na faixa de 0,5-1,0 mg L (SANCHES FILHO et al., 2003). Portanto, o GC-MS é
um método complementar ao GC-TEA para a confirmacdo de identidade das

nitrosaminas.

V.2- OBJETIVOS

O objetivo geral foi estabelecer as condigdes cromatograficas para a
separacao, quantificagdo e confirmagao das N-nitrosaminas por cromatografia

gasosa com os detetores de quimiluminescéncia e detetor de massas.

V.3- PARTE EXPERIMENTAL

V.3.1- INSTRUMENTAGAO ANALITICA E CONDIGOES CROMATOGRAFICAS

V.3.1.1- CROMATOGRAFIA GASOSA — DETETOR TEA

As analises por GC-TEA foram realizadas em um equipamento Agilent
Modelo 6890 (Agilent, EUA), acoplado a um detetor TEA Modelo 610 (Thermo
Orion, EUA) operando no modo nitrosaminas. As temperaturas da interface e de
pirdlise foram ajustadas 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,
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EUA). Foram realizadas inje¢des de 2 uL no modo splitless. A temperatura do
injetor foi de 200 °C e como gas de arraste foi usado hélio a uma vazéo de 1,5 mL
min™'. A temperatura do forno seguiu a seguinte programacao: 100 °C (5 min), 20
°C/min até 160 °C (3 min).

V.3.1.2— CROMATOGRAFIA GASOSA — DETETOR MS

As analises por GC-MS foram realizadas em um instrumento HP 5890
série |l acoplado ao detetor de massas HP 5971 (Hewlett Packard, EUA) e injetor
automatico HP 7673. A coluna capilar usada foi CP-WAX (100% polietilenoglicol),
30 m x 250 um, d.i. 0,25 um (Varian, EUA).

As injecdes foram realizadas automaticamente (1 pL) no modo splitless
com o injetor a 250 °C. A vazao do gas de arraste (hélio) foi de 1 mL min™".

Varias programagdoes de temperatura foram avaliadas e a mais
satisfatoria para a separagéo das nitrosaminas em estudo foram: T¢ouna = 50 °C (5
min), 5 °C/min até 180 °C, com a temperatura do injetor e detetor a 250 °C e 280
°C, respectivamente.

Para a quantificagdo das nitrosaminas, o detetor de massas foi utilizado no
modo SIM, atribuindo a cada analito o fragmento mais abundante para ser usado
como ion de quantificacdo (IQ) e outros dois ions para identificacdo (ll),
considerando o tempo de eluicdo de cada analito. Os tempos de retencdo e as

abundancias relativas de 1Q e Il foram utilizados como critério de identificacao.
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V.3.2 - PADROES ANALITICOS

Os padrbes 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%).

V.3.3 - SOLVENTES E REAGENTES

Todos os reagentes utilizados foram grau analitico. O metanol utilizado

no preparo das solugdes padrao foi nanograde da Mallinckrodt (México).

V.3.4 - SOLUGOES

V.3.4.1 - SoLucAo ESTOQUE DE NDMA, NDEA, NPIP, NPIR E NPBA

As solugdes de NDMA, NDEA, NPBA, NPIR e NPIP na concentragéo de
1000 pg mL™" foram preparadas a partir da diluicdo de 10 pL do padrdo analitico

em metanol em baldes volumétricos de 10 mL.

V.3.4.2 - SOLUGOES DE TRABALHO DE NDMA, NDEA, NPIP, NPIR E NPBA

Uma solugao trabalho de NDMA, NDEA, NPIP e NPIR 100 pg mL™ foi
preparada a partir da diluicdo de 1 mL da solugao estoque de NDMA, NDEA, NPIP

e NPIR 1000 pg mL™" em metanol em baldo volumétrico de 10 mL.
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Uma solugéo trabalho de NPBA 100 ug mL™ foi preparada a partir da
diluicdo de 1 mL da solugédo estoque de NPBA 1000 ng mL™" em metanol em um
baldo volumético de 10 mL.

A partir das solugdes trabalho de NDMA, NDEA, NPIP e NPIR 100 pg
mL" foi preparada uma solugdo 1 ug mL™" e a partir desta uma solugéo 0,100 ug
mL™" para o preparo da curva analitica. Solugdes de NPBA 1,00 ug mL"e 0,100 ng

mL" também foram preparadas para serem utilizadas como padrao interno.

V.3.4.3 — SOLUGOES PARA CURVA ANALITICA DE 5 A 60 ng mL"

Aos baldes volumétricos de 10 mL foram adicionadas aliquotas de
50,0; 100; 200; 300; 400; 500 e 600 pL da solucdo trabalho de NDMA, NDEA,
NPIP e NPIR 1,00 ng mL™ e 300 pL da solucgdo trabalho de NPBA 100 pg mL™,
sendo o volume completado com metanol. Foram obtidas, desta forma, solucdes
de trabalho de concentracdes 5,00; 10,0; 20,0; 30,0; 40,0; 50,0 e 60,0 ng mL™" de
NDMA, NDEA, NPIP e NPIR, utilizadas na construgao da curva analitica tendo a

NPBA como padrao interno.

V.3.4.4 - SOLUGOES PARA CURVA ANALITICA DE 10 A 110 ng mL™

Aos baldes volumétricos de 10 mL foram adicionadas aliquotas de
100; 300; 500; 700; 900 e 1100 puL da solugdo trabalho de NDMA, NDEA, NPIP e
NPIR 1,00 ug mL™" e 700 pL da solugdo trabalho de NPBA 1,00 pg mL™", sendo o
volume completado com metanol. Foram obtidas, desta forma, solugbes de
trabalho de concentracdes 10,0; 30,0; 50,0; 70,0; 90,0 e 110 ng mL" de NDMA,
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NDEA, NPIP e NPIR, utilizadas na construgdo da curva analitica tendo a NPBA

como padrao interno.

V.3.4.5 - SOLUGOES PARA CURVA ANALITICA DE 50 A 500 ng mL™

Aos baldes volumétricos de 50 mL foram adicionadas aliquotas de 2,5;
5; 10; 15; 20 e 25 mL da solugdo trabalho de NDMA, NDEA, NPIP e NPIR 1,00 pg
mL" e 15 mL da solugdo trabalho de NPBA 1,00 ug mL", sendo o volume
completado com metanol. Foram obtidas, desta forma, solu¢gdes de trabalho de
concentragdes 50,0; 100; 200; 300; 400 e 500 ng mL" de NDMA, NDEA, NPIP e
NPIR, utilizadas na construcdo da curva analitica, tendo a NPBA como padrao

interno.

V.3.5 - ADEQUABILIDADE DO SISTEMA CROMATOGRAFICO

Os parametros empregados para avaliar a separagdo cromatografica
das N-nitrosaminas no GC-TEA foram: fator de retencao (k), resolugéo (Rs) e fator
de separacao (o). Esses parametros foram calculados a partir de valores extraidos
dos cromatogramas, utilizando as equagdes de acordo com BRUCE et al., 1998.

Uma vez otimizadas as condicbes analiticas para a separagao e
quantificacdo das nitrosaminas por GC-TEA foram construidas curvas analiticas
(com seis pontos de concentragdo em ftriplicata) para todas nitrosaminas em
estudo. Para tanto, foram determinados alguns parametros de validagdo do
método como: faixa linear, linearidade, sensibilidade, detectablidade e precisédo

intra-ensaio.
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Aliquotas de 2 uL das solugbes de trabalho de concentragdes 5,00;
10,0; 20,0; 30,0; 40,0; 50,0 e 60,0 ug L' de NDMA, NDEA, NPIP e NPIR, foram
injetadas no GC-TEA em triplicata, para avaliar a faixa linear e a linearidade de
resposta do detetor. Outra faixa de trabalho também foi avaliada 10,0; 30,0; 50,0;
70,0; 90,0 e 110 ug L.

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

As detectabilidades para todas as N-nitrosaminas estudadas foram
estimadas com padrdes, realizando-se sucessivas diluicbes e determinando a
menor quantidade detectavel, considerando uma relagao sinal/ruido igual a 3.

A precisao intra-ensaio foi avaliada através de seis analises de uma
solugdo de NDMA, NDEA, NPIR e NPIP na concentragao de 30,0 ng L.

Para avaliar a estabilidade das solugdes padrao, uma solugao contendo
30,0 pg mL" de NDMA, NDEA, NPIP e NPIR, foi injetada em cinco dias

diferentes. Todas as determinagdes foram realizadas em ftriplicata.

V.4- RESULTADOS E DISCUSSAO

V.4.1- DETERMINAGAO DE N-NITROSAMINAS POR GC-TEA

Para a determinacao de nitrosaminas foi empregado um cromatégrafo a
gas acoplado a um detetor de quimiluminescéncia (GC-TEA).

O detetor de quimiluminescéncia foi operado no modo Nitrosaminas, no
qual a amostra juntamente com o gas de arraste é introduzida dentro de um
pirolisador catalitico onde ocorre clivagem nas ligagdes N—-NO ou N-NO,
liberando o radical nitrosila (NO’). Os produtos originados desta reagdo passam
através de uma cadmara de resfriamento onde ha remocado de sub-produtos

indesejaveis. No vacuo, os radicais NO* sdo introduzidos dentro da camara de
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reacao contendo ozénio, onde sao oxidados. O produto desta reacao, dioxido de
nitrogénio (NO>*) no estado excitado, quando decai ao estado fundamental emite
radiacdo na regiao do visivel (600 nm). Esta radiacdo é detectada por um tubo
fotomultiplicador e é proporcional a quantidade de radicais nitrosila presentes na
amostra e, consequentemente, a concentragcao de nitrosaminas.

As condi¢cbes de temperatura da coluna do cromatdgrafo a gas foram
otimizadas para permitir a separagao da NDMA, NDEA, NPBA, NPIP e NPIR. A
NPBA n&o é encontrada em produtos carneos e seria um potencial padrao interno.

Um cromatograma caracteristico esta apresentado na Figura V.1.
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Figura V.1 - Cromatograma de uma solucdo padrdo contendo 50 ng mL™ de 1-
NDMA (tr= 2,3 min.); 2-NDEA (tr= 3,2 min.); 3-NPBA (tr = 5,1 min.); 4-NPIP (ig =
6,3 min.) e 5-NPIR (tr= 6,7 min.). Condi¢gbes cromatograficas: Coluna Megabore
HP-INOWAX, Temperatura da coluna: 100 °C (3 min), 40 °C/min 140 °C, 5 °C/min
até 160 °C , Temperatura do injetor: 200 °C, Temperatura de pirdlise do detetor:
550 °C, Temperatura da interface do detetor: 250 °C, Volume injetado: 2 pL modo

splitless, Vazéo do gas de arraste (He): 1,5 mL min™".
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Para o desenvolvimento do método cromatografico foram considerados
0s seguintes parametros: adequabilidade do sistema (N, Rs, «, k), faixa linear
linearidade, sensibilidade, repetibilidade e detectabilidade (Tabelas V.1 e V.2).
Enquanto os paradmetros da adequabilidade do sistema foram estabelecidos a
partir dos cromatogramas, os demais termos foram calculados a partir das curvas
analiticas para cada analito em questdo. As curvas analiticas, empregando o GC-
TEA, para a NDMA, NDEA, NPIR e NPIP estao apresentadas na Figura V.2.

Tabela V.1 - Parametros de adequabilidade do sistema cromatografico.

Parametros de

adequabilidade do

. NDMA NDEA NPBA NPIP NPIR
sistema
Numero de pratos 529 1021 4611 7069 7947
(N)
Fator de retencao 3,60 5,40 9,20 11,6 12,4
(k)
NDEA/ NDMA NPBA/NDEA NPIP/NPBA NPIR/NPIP
Resolugao (Rs) 2,23 5,42 4,04 1,27
Fator de Separagao 1,38 1,59 1,24 1,06

(o)
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Quanto ao fator de retencdo (k) todos os resultados se apresentaram
dentro do valor 6timo recomendado pela literatura (k > 2) (BRUCE et al., 1998).
Para quantificacdo € recomendado uma resolu¢cdo minima de 1 entre os dois picos
mais proximos, e todos os resultados se apresentaram dentro do recomendado
(Rs > 1) (BRUCE et al., 1998). Estes parametros indicam separagao adequada das
nitrosaminas nas condi¢des estabelecidas.

. = NDMA
+ NDEA
- NPP
3_
g + NPR
g 27
A
1_ 0
0 T T I l ' ' !
0 10 20 30 40 50 60 70
Concentragido (ng mL™)

Figura V.2 — Curvas analiticas (n=3), obtidas por GC-TEA para as nitrosaminas:
NDMA, NDEA, NPIR e NPIP.
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Tabela V.2 - Parametros analiticos obtidos na detecgao de N-nitrosaminas usando
GC-TEA.

Parametros analiticos NDMA NDEA NPIP NPIR
Faixa linear (ng mL'1) 5,00 a 60,0 5,00 a 60,0 5,00 a 60,0 5,00 a 60,0
Linearidade 0,9989 0,9911 0,9931 0,9979
Sensibilidade (u.a. mL ng™") 0,058 0,035 0,032 0,039
Repetibilidade (% RSD, n=6) 5,83 7,62 6,80 8,62
10 ng mL™
Repetibilidade (% RSD, n=6) 3,21 8,10 4,82 2,91
50 ng mL”’

Detectabilidade (pg)* 5 8 7 4

(*) A detectabilidade (D) foi calculada a partir da curva analitica, u.a.: unidades de
area

Foi verificado que existe uma relacao linear entre a concentragdo das
nitrosaminas sob estudo e area para concentragdes até 110 ng mL™". Pelos
resultados obtidos verifica-se que o detetor TEA apresenta sensibilidade
adequada para a quantificacdo da NDMA, NDEA, NPIP e NPIR em produtos

carneos.
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V.4.2- DETERMINAGAO DE N-NITROSAMINAS POR GC-MS

Apesar da seletividade do detetor de quimiluminescéncia é
recomendada a confirmagao de identidade por outra técnica. Considerando a
concentracdo das nitrosaminas na amostra a nivel de pg kg™, a volatilidade do
analito e a complexidade de matriz, a técnica mais indicada € a cromatografia
gasosa acoplada ao detetor de massas (GC-MS).

Para o estabelecimento das condigbes cromatograficas, as
nitrosaminas foram injetadas no GC-MS operando no modo “full scan”. Os
cromatogramas obtidos forneceram os espectros de massas individuais das
nitrosaminas, através dos quais foi possivel selecionar um ion de quantificacao e
outros dois ions de identificagdo para cada composto (Tabela V.3), selegao
baseada nos fragmentos de maior abundancia. Essa informagao € imprescindivel
para a construgédo da tabela de programacgao do detetor de massas no seu modo
de quantificagdo, ou seja, no modo SIM (do inglés “Selected lon Monitoring”),
assim como o tempo de reten¢do dos compostos.

A Figura V.3 apresenta um cromatograma referente a separagao das
nitrosaminas estudadas. Os respectivos espectros de massas de cada analito sdo
mostrados nas Figuras V.4, V.5, V.6 e V.7. As condigbes cromatograficas foram

descritas em V.3.1.2.
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Tabela V.3 - jons utilizados na programacéo do detetor de massas no modo SIM

para determinacao de nitrosaminas.

Janela (min) Q | Composto
6-95 74 42,43 NDMA
9,5-16 102 44, 56 NDEA

130 70, 27 NPBA
16 - 25 114 55, 83 NPIP
100 39, 68 NPIR

1Q: fons de quantificagéo
II: lons de identificagao

Bbundance
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Time -> 5.00 ~ 10.00 15.00 20.00 25.00

Figura V.3- Cromatograma (GC-MS) de uma solugédo padrdo contendo 100 ng
mL" de 1- NDMA tg = 8,70 min.; 2- NDEA tr = 10,79 min.; 3- NPBA tg = 17,01min.;
4- NPIP tgr = 19,43 min. e 5- NPIR tg = 20,32 min. Condi¢des cromatogréficas:
coluna capilar CP-WAX, Tcouna = 50 °C (5 min), 5 °C/min até 180 °C, Tiyjetor = 250
OC, Tqetetor = 280 °C, Vinjetado = 1 uL, vazéo do gas de arraste (He) = 1 mL min™’
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Fragmentagao pico NDMA 8,70 min.
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Figura V.4 - Espectro de fragmentagcdo obtido por GC-MS do padrédo analitico

NDMA (100 ng mL™"). Condigées cromatograficas descritas no texto.
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Figura V.5 - Espectro de fragmentagdo obtido por GC-MS do padrdo analitico

NDEA (100 ng mL™"). Condigdes cromatograficas descritas no texto.
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Figura V.6 - Espectro de fragmentagao obtido por GC-MS do padrao analitico NPIP

(100 ng mL™). Condigées cromatograficas descritas no texto.
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Figura V.7 - Espectro de fragmentagado obtido por GC-MS do padrao analitico

NPIR (100 ng mL™). Condigdes cromatograficas descritas no texto.
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Os parametos analiticos avaliados na determinagao de N-nitrosaminas

por GC-MS estao apresentados na Tabela V.4.

300000

250000+

200000

150000

=T

100000

50000

0

- NDMA

+ NDEA

v NPIP
NPIR

T T
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600

Concentragdo (ng mL")

Figura V.8 — Curvas analiticas (GC-MS) para as nitrosaminas: NDMA, NDEA,

NPIR e NPIP.

Tabela V.4 - Parametros analiticos para a determinacao de nitrosaminas por GC-

MS.

Parametros analiticos

NDMA NDEA NPIP NPIR

Faixa linear (ng mL™)

Linearidade

Sensibilidade (u.a. mL ng™")
Repetibilidade (% RSD, n=6) 50 ng mL"’

Detectabilidade (pg)*

50a500 50a5%00 50a500 50a500

0,9985 0,9932 0,9971  0,9980
344 266 412 386
121 206 7,03 1,35

58 54 58 65

(*) A detectabilidade (D) foi calculada a partir da curva analitica, u.a.: unidades de

area.
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Verifica-se de acordo com as curvas analiticas obtidas para a NDMA,
NDEA, NPIP e NPIR empregando o GC-MS, que as linearidades encontradas
foram adequadas, estando todas acima de 0,99.

As estimativas do desvio padrao relativo obtidos (Tabela V.4) ndo foram
superiores a 12,1%, indicando precisao entre as replicatas de inje¢cdo. Para niveis
de concentracdo na faixa de 1000 ng mL™, o esperado é de uma variagdo maxima
de 16% (EUROPEAN COMMISSION DECISION 2002/657/EC, 2002).

A partir dos dados obtidos verifica-se que a técnica GC-MS, mediante o
equipamento empregado, apresenta uma detectabilidade 10 vezes maior do que a
técnica GC-TEA, o que ira requerer uma maior pré-concentracdo dos analitos na
etapa de preparo de amostras.

Portanto, cabe destacar, que a técnica GC-MS tera apenas finalidade

da confirmacdo de identidade das N-nitrosaminas e a analise quantitativa sera

realizada por HS-SPME-GC-TEA por curva de adi¢do padréo.

V.5 - CONCLUSOES

A GC-TEA, empregando uma coluna megabore HP-INOWAX (30 m x
530 um, d.i.1 pm) e um gradiente de temperatura de 100 °C (3 min), 40 °C/min
140 °C, 5 °C/min até 160 °C, mostrou ser adequada para a separacio e
quantificacdo da nitrosodimetilamina, nitrosodietilamina, nitrosopiperidina e
nitrosopirrolidina.

Tanto a cromatografia gasosa com detetor TEA como o MS
apresentam uma detectabilidade das nitrosaminas na ordem de pg, o que
representa sensibilidade adequada para a determinagcdo de nitrosaminas em
produtos carneos, porém o GC-MS requer uma pré-concentracdo das

nitrosaminas na etapa de preparo de amostras.
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CAPiTULO VI - DETERMINACAO DE
N-NITROSAMINAS POR SPE E SPME-GC-TEA
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VI.1- INTRODUGAO

Apos a determinagao das condigdes de separagao das N-nitrosaminas
por cromatografia gasosa, a proxima etapa do processo de analise é o preparo de
amostra.

As técnicas de preparo de amostras tém a finalidade de extrair o analito
da matriz, livrando-o de compostos que interfiram na analise, concentrando-o a
uma escala possivel de ser analisada e tornando a matriz compativel com o
método analitico, neste caso o sistema cromatografico.

Cabe ressaltar que a amostragem e o preparo de amostras sao as
etapas mais criticas do procedimento analitico, sendo consideradas como maiores
fontes de erros, pois requerem maior tempo e maior manipulacdo da amostra.

O preparo de amostras ideal deve ser baseado num procedimento
rapido, com poucas etapas, capaz de produzir recuperagdes quantitativas e
repetitivas do analito e, de preferéncia, apresentar a possibilidade de mecanizagao
(QUEIROZ et al., 2001).

A escolha do tipo de técnica de preparo de amostra é feita em fungao
das caracteristicas da matriz, do analito e das condigbes cromatograficas
empregadas.

Em particular, o preparo de amostras de alimentos, visando a
determinacédo de um composto volatil, como as N-nitrosaminas, devem ser
avaliadas cuidadosamente, devido a complexidade da matriz, baixa concentragao
do composto de interesse (geralmente, em niveis de ug kg™'), facilidade de perda

por volatilizagao, destruicdo do composto e formagéao de artefatos.

O procedimento recomendado pela AOAC para a separagao das

nitrosaminas volateis nos alimentos é a destilagdo a vacuo (AOAC, 1997) e a

extragdo por coluna contendo celite (AOAC, 1997). No entanto, estes métodos

apresentam algumas limitagdes como o0 elevado consumo de tempo, pequena

possibilidade de mecanizacgao, perda do analito durante o processo de concentragao
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e emprego de solventes.

Com a implantagdo do programa da Agéncia de Protecdo Ambiental dos
EUA, EPA - Environmental Protection Agency, que apresenta alternativa visando a
reducéo de solventes toxicos e eliminagédo de clorofluorcarbonos (CFC) (U.S. EPA,
1991), percebe-se uma preocupagédo da comunidade cientifica no desenvolvimento
de técnicas que utilizem pouca quantidade de solvente ou, ainda, de técnicas que
dispensem o uso dos mesmos. Assim sendo, técnicas alternativas como a extragao
em fase-sdlida (SPE) (PENSABENE et al., 1992; TAKATSUKI e KIKUCHI, 1990;
RAQUL et al., 1997) e, mais recentemente, a microextracdo em fase solida (SPME)
(SEN, 1997) tém sido recomendadas como procedimentos para o preparo de
amostra de N-nitrosaminas volateis em produtos carneos e serdao avaliadas neste
capitulo.

A SPE é uma técnica de preparo de amostra que tem como obijetivo a
limpeza, concentracdo e fracionamento da amostra, apresentando grande
aplicagao nas mais diversas areas.

A SPME é uma técnica de extracao e pré-concentracio rapida, simples e
que dispensa o uso de solventes extratores e manipulacido excessiva de amostra.
Esta técnica, foi descrita por ARTHUR e PAWLISZYN, 1990, no inicio da década de
90 e tem sido extensivamente estudada e aplicada a diversas matrizes como
alternativa as metodologias tradicionais (AUGUSTO e VALENTE, 2002).
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VI1.2- OBJETIVOS

O objetivo geral foi desenvolver e validar um método para a
determinacdo de nitrosaminas volateis em linglicas, empregando para tanto a
cromatografia gasosa acoplada ao detetor de quimiluminescéncia (GC-TEA).

Os objetivos especificos foram avaliar diferentes preparos de amostra
como a extragcao em fase soélida e a microextracdo em fase solida na determinagao

de nitrosaminas, bem como aplicar o método na analise de produtos carneos.

V1.3 - PARTE EXPERIMENTAL

V1.3.1- INSTRUMENTAGAO ANALITICA E CONDIGOES CROMATOGRAFICAS

VI1.3.1.1 — CROMATOGRAFIA GASOSA — DETETOR TEA

As analises por GC-TEA foram realizadas em um equipamento Agilent
Modelo 6890 (Agilent, EUA), acoplado a um detetor TEA Modelo 610 (Thermo
Orion, EUA), operando no modo nitrosaminas. As temperaturas da interface e de
pirdlise foram ajustadas em 250 °C e 550 °C, respectivamente. A coluna usada foi
megabore HP-INOWAX (100% polietilenoglicol), 30 m x 530 um, di.1 um (Agilent,
EUA). Foram realizadas inje¢cdes de 2 uL no modo splitless. A temperatura do
injetor foi de 200 °C e como gas de arraste foi usado hélio a uma vazéo de 1,5 mL
min™'. A temperatura do forno seguiu a seguinte programacao: 100 °C (5 min), 20
°C/min até 160 °C (3 min).
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VI1.3.1.2— CROMATOGRAFIA GASOSA — DETETOR MS

As analises por GC-MS foram realizadas em um instrumento HP 5890
serie |l acoplado ao detetor de massas HP 5971 (Hewlett Packard, EUA) e injetor
automatico HP 7673. A coluna capilar usada foi CP-WAX (100% polietilenoglicol),
30 m x 250 um, di. 0,25 um (Varian, EUA).

As injecbes foram realizadas automaticamente (1 yL) no modo splitless
com o injetor a 250 °C. A vaz&o do gas de arraste (hélio) foi de 1 mL min™.

Para a quantificacdo das nitrosaminas, o detetor de massas foi utilizado
no modo SIM, atribuindo a cada analito o fragmento mais abundante para ser
usado como ion de quantificagdo (IQ) e outros dois ions para identificacao (ll)
(Tabela 5.3), considerando o tempo de eluicdo de cada analito. Os tempos de
retencdo e as abundancias relativas de 1Q e Il foram utilizados como critério de

identificacao.

VI1.3.2 — EQUIPAMENTOS

Os equipamentos empregados nas etapas de preparo de amostra foram:
e Sistema a vacuo para extracdo em fase sélida (Alltech, EUA) com
capacidade para 12 cartuchos;
e Banho de recirculagao de agua Modelo 9000 (PolyScience, EUA);
¢ Liquidificador Modelo 33BL79 (Waring Commercial, EUA);
e Banho de ultra-som USC 700 (Unique Thorton, Brasil);
e Centrifuga Modelo204-NR (Fanem, Brasil);

e Chapa de aquecimento e agitagao (Fisatom, Brasil).
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VI. 3.3 — MATERIAL PARA SPE

Para a extracdo em fase solida foram usados cartuchos de extragao em
fase solida (Alltech, EUA) de:

e Silica (3 mL, 500 mg);
e Alumina &cida (3 mL, 500 mg);
e Florisil (3 mL, 500 mg).

VI. 3.4 — MATERIAL PARA SPME

Para a microextragao em fase sélida foram usados:
e Holder para SPME (Supelco, EUA);
e Fibras de Poliacrilato (PA) de 85 um (Supelco, EUA);
e Fibras de Polidimetilsiioxano—divinilbenzeno (PDMS-DVB) de 65 um
(Supelco, EUA);
e Frascos de vidro com 24 mL de capacidade e boca de 20 mm;

e Septos de teflon/silicone (Pierce, EUA).

VI1.3.5 - REAGENTES E PADROES

Todos os reagentes utilizados foram de grau p.a. As solugbes foram
preparadas com agua destilada e purificada em sistema Milli-Q (Millipore, EUA).

Os padrdes analiticos foram todos da Sigma-Aldrich: 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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VI1.3.6 - PREPARO DE SOLUGOES

Preparo da curva analitica para as nitrosaminas na faixa de concentragao de
5a 60 ng mL"

As solugdes estoque de NDMA, NDEA, NPIP e NPIR foram preparadas
a partir da diluicdo de 10 uL dos padrbes analiticos em metanol em baldo
volumétrico de 10 mL para uma concentragao final de 1000 g mL™. As solugdes
de trabalho 100 ng mL™" foram preparadas diariamente & partir da diluigdo com
metanol de 1 mL da solugdo estoque de NDMA, NDEA, NPIP e NPIR 1000
ng mL" em baldo volumétrico de 10 mL.

Aos baldes volumétricos de 10 mL foram adicionadas aliquotas de 50;
100; 200; 300; 400; 500 e 600 uL da solugéo trabalho de NDMA, NDEA, NPIP e
NPIR 1,00 pg mL™ e 300 uL da solugéo trabalho de NPBA 100 ug mL™", sendo o
volume completado com metanol. Foram obtidas, desta forma, solugcbes de
trabalho de concentragdes 5,00, 10,0, 20,0, 30,0, 40,0, 50,0 e 60,0 ng mL" de
NDMA, NDEA, NPIP e NPIR, utilizadas na constru¢cao da curva analitica tendo a

NPBA como padrao interno.

VI.3.7 - AMOSTRAS

As amostras analisadas de linglicas tipo frescal, foram adquiridas no

comércio de Campinas, SP, no periodo de 2002 a 2003.
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VI1.3.8 - PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

VI1.3.8.1- PREPARO DE AMOSTRAS

Para a determinacéo das nitrosaminas, 500 g das amostras de linguicas
foram previamente submetidas a fritura em d6leo de soja da marca Liza por 3 min,
resfriadas a temperatura ambiente e trituradas com gelo seco em liquidificador de

acgo inox (Waring Commercial, EUA).

VI.3.8.2 — PROCEDIMENTOS PARA AVALIAGAO DA TECNICA DE EXTRAGCAO EM FASE
So6LibA

O procedimento experimental para a extracdo das nitrosaminas da
matriz alimenticia foi baseado nos trabalhos de TAKATSUKI e KIKUCHI, 1990;
RAOQOUL et al., 1997 e SEN et. al., 2000).

Para o preparo de amostra empregando SPE foram avaliados cartuchos
contendo alumina A, florisil ou silica.

A otimizagdo da técnica de SPE foi realizada mediante a analise de
amostras fortificadas juntamente com seu branco, a fim de avaliar a taxa de
recuperacao.

As fortificagdes foram realizadas através da adigdo de 250 uL de uma
solugao padrao contendo NDMA, NDEA, NPIP E NPIR na concentragao de 1000
ng L™ sobre 2,5 g de amostras de linguicas, preparadas conforme descrito em
VI1.3.8.1.
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VI1.3.8.2.1 — ANALISE DE AMOSTRAS UTILIZANDO SPE

O procedimento de extracido das nitrosaminas por SPE em amostras de
linguicas foi dividido em duas etapas: (i) extragao das nitrosaminas da matriz e (ii)
limpeza do extrato no cartucho SPE.

Para tanto, uma por¢ao de 2,5 g da amostra de linglica ja preparada,
foi transferida para um almofariz, triturada com 1,5 g de Na,SO, e levadas ao
ultra-som por 5 minutos para homogeneizagdo. Em seguida, a amostra foi
transferida para um tubo de centrifuga com 5 mL de diclorometano e centrifugada
por 10 minutos. Foi entdo, realizada a filtracdo do extrato em papel de filtro
quantitativo e adicionado mais 5 mL de diclorometano. O extrato foi novamente
centrifugado por 10 minutos e filtrado. Ao extrato foram adicionados 5 mL de
hexano, e este levado a evaporacdo do diclorometano em tubos de Kuderna-
Danish, em banho-maria a 50 °C até o volume final de 5 mL. Todos os estudos
foram realizados em duplicata.

Os cartuchos foram adaptados no sistema a vacuo e condicionados
com 3 mL de hexano. Em seguida, o extrato (cerca de 5 mL) foi adicionado ao
cartucho e o mesmo foi lavado com 1 mL de hexano para remocdo dos
interferentes. Em seguida a fase foi seca mediante pasagem de ar e imeditamente
foi realizada a eluicdo das nitrosaminas com a passagem de 5 mL de
diclorometano:metanol (95:5 v/v).

Os eluatos obtidos na SPE foram injetados diretamente no GC —TEA,
operando nas condigbes otimizadas conforme descrito no capitulo V, item
V.3.1.1.(pag. 90).

A quantificagdo foi avaliada por padronizagdo interna, tendo a NPBA

como padrao interno, conforme procedimento descrito em V.3.6.
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V1.3.8.3 — OTIMIZAGAO DAS CONDIGOES DE SPME-GC-TEA

Os estudos para otimizacao das condicdes de SPME na determinacao
das nitrosaminas foram realizados para duas fibras: polidimetilsiloxano-
divinilbenzeno (PDMS-DVB) e uma fibra de poliacrilato (PA). As fibras foram
condicionadas antes da realizacdo dos experimentos conforme instrugdes do
fabricante. A fibora PDMS-DVB foi condicionada por 3 horas a temperatura de 210 °C
e a de PA por 3 horas a temperatura de 300 °C.

A otimizacao das condi¢gdes de operagcao da SPME foi feita através de um
planejamento experimental conforme descrito em V1.3.8.3.1.

Para a realizacdo dos ensaios foram utilizados frascos herméticos 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 apds
um tempo de equilibrio a fibra foi exposta no headspace por um tempo previsto no
planejamento. Apdés o tempo de extracdo, a fibra foi introduzida no injetor do
cromatdgrafo, para a dessorgdo térmica dos analitos, a uma temperatura de 200 °C,
durante 8 min. As condigdes experimentais foram estabelecidas mediante
planejamento experimental (VI.3.8.3.1) e as condigdes cromatograficas empregadas
foram as mesmas descritas no capitulo V, item VI.3.1.1.

O sistema empregado para os ensaios usando a SPME esta apresentado

na Figura VI.1.
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Figura V1.1 — Foto do sistema empregado para a microextracdo em fase sélida.
Do lado esquerdo aparece o banho de recirculagdo de agua (1) acoplado num
pequeno reator encamisado (2) e do lado direito o frasco dentro do banho do

reator com a fibra inserida e sob uma placa de agitagao magnética.

VI1.3.8.3.1 - PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Foram realizados estudos preliminares para estabelecer os intervalos
entre o0s niveis para a realizagdo do planejamento experimental. Inicialmente foi
empregada como amostra uma solugao padrao aquosa contendo uma mistura
das quatro nitrosaminas sob estudo na concentragdo de 50,0 ng mL". As
variaveis avaliadas foram: tempo de equilibrio, tempo de extragado, temperatura e

forca ibnica, conforme Tabela VI. 1.
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Tabela VI.1 - Parametros experimentais estudados para se determinar o intervalo

entre os niveis.

Parametros Faixa estudada
Tempo de equilibrio (min) 5a20
Tempo de extragao (min) 5a45
Temperatura (°C) 25a 60
Adicao de Sal (% NaCl) 0a36

Apos estabelecer o intervalo entre os niveis foi montado o planejamento
experimental. No entanto, para esse planejamento foi empregado, em vez da solugao
padrao aquosa contendo as nitrosaminas, uma suspensao das linglicas fortificadas
com NDMA, NDEA, NPIP e NPIR. Para tanto, cerca de 2,5 g da amostra de linguiga
fortificada com 3,6 mL de uma solugédo padrao aquosa das nitrosaminas 100 ug mL™,
previamente triturada e homogeneizada foi introduzida no frasco de 24 mL e
adicionada de agua até um volume final de 12 mL.

Para distinguir os paradmetros que afetam a eficiéncia da SPME na
analise, foi realizado um planejamento fatorial fracionario (2*'). Com os resultados
obtidos, uma variavel foi mantida constante e outro planejamento 2° foi realizado
com o ponto central realizado em triplicata e codificado como 0. Este planejamento
foi avaliado, considerando os fatores tempo de equilibrio, tempo e temperatura de

extracdo de acordo com a Tabela VI.2.
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Tabela VI.2- Codificagao dos fatores

Niveis Tempo de Temperatura Tempo de
equilibrio (min) (°C) extragao (min)
-1,41 - 24 4
-1 5 30 10
0 17,5 45 25
+1 30 60 40
+1.,41 - 66 46

Os resultados deste planejamento forneceram subsidios para realizar
um planejamento experimental do tipo fatorial completo 22 com triplicata do ponto
central, utilizando como variaveis o tempo de extracdo e a temperatura de
extracéo (Tabela VI.3).
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Tabela VI.3 — Ensaios do planejamento experimental para otimizagdo das

condigdes operacionais da fibora de PDMS-DVB na extragcao de N-nitrosaminas.

Variaveis Niveis
-1,4) (1)  (0) (¥+1) (+1,4)
(X1) Temperatura de extragao (°C) 24 30 45 60 66
(X2) Tempo de extragao (min) 4 10 25 40 46
Ensaio X1 X2
01 30 10
02 60 10
03 30 40
04 60 40
05 66 25
06 24 25
07 45 46
08 45 4
09 45 25
10 45 25
11 45 25

A resposta dos ensaios foi avaliada em termos da massa recuperada
das nitrosaminas através da determinagdo destes por GC-TEA (condigdes
descritas em V.3.1.1). A relagdo entre a resposta do detetor em fungdo da massa
de cada nitrosamina foi previamente estabelecida, através da injecdo direta de
solugdes padrao de nitrosaminas no intervalo de 10 a 120 pg.

Os dados estatisticos foram processados pelo programa Statistica
(Statsoft Inc., EUA) v. 5.5.
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VI1.3.8.5 - VALIDACAO DO METODO HS-SPME-GC-TEA

O método proposto foi validado por avaliagdo dos seguintes
parametros: faixa linear, linearidade, sensibilidade, recuperacao, repetibilidade,
limite de deteccdo e limite de quantificagcdo. A exatiddo do método foi avaliada
mediante teste de recuperacéo.

Os parametros de validacao foram avaliados da seguinte forma:

Faixa linear: foram construidas curvas analiticas no intervalo de 60 a 720 ng pelo
método de adigao padrao para a NDMA, NDEA, NPIP e NPIR.

Linearidade (r): calculadas a partir da regressao linear de trés curvas analiticas
pelo método de adi¢gao padréo para a NDMA, NDEA, NPIP e NPIR no intervalo de

concentracéo de 60 a 720 ng.

Sensibilidade: Calculada a partir do coeficiente angular médio das curvas

analiticas obtidas para as nitrosaminas em estudo.

Recuperagao: Foi avaliada por curva de adigdo padrdao para a NDMA, NDEA,

NPIP e NPIR no intervalo de concentracao de 60 a 720 ng.

Repetibilidade (Precisao intra-ensaio): Foi avaliada pela realizacdo de seis
analises sucessivas de uma amostra fortificada (2,50 g) em 360 ng de cada

nitrosamina em estudo.
Limite de detecgdo (LOD) e Ilimite de quantificagdo (LOQ): Foram

determinados pela razao do sinal-ruido de 3 e 10, respectivamente, medidos nas

proximidades do tempo de retengao dos analitos correspondentes.
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V1.3.8.6 - ANALISE DE AMOSTRAS POR HS-SPME-GC-TEA

As amostras de linguicas, previamente fritas (VI1.3.8.1), foram trituradas
com gelo seco e homogeineizadas em liquidificador. Uma massa de 2,50 g foi
introduzida no frasco de capacidade de 24 mL contendo uma barra magnética (1
cm x 0,5 cm) adicionando-se agua até um volume final de 12 mL. Os frascos
foram lacrados com septos de teflon/silicone e imersos em um banho
termostatizado a 45 °C. Apds um tempo de 10 min, sob agitacao constante, a fibra
de PDMS-DVB foi exposta no headspace por um tempo de 25 min. Apds o tempo
de extracao, a fibra foi inserida no injetor do cromatografo a gas para a dessorgao
térmica dos analitos, a uma temperatura de 200 °C, durante 8 min, operando nas
condicdes descritas em VI.3.1.1. Apds analise da amostra, mais trés por¢des de
2,50 g da amostra foram fortificadas com 120 ng, 360 ng e 600 ng e a

determinacgao realizada segundo procedimento descrito acima.

VI1.4- RESULTADOS E DISCUSSAO

VI1.4.1- AVALIAGAO DOS PROCEDIMENTOS DE PREPARO DE AMOSTRAS

Uma vez que os produtos carneos e, em particular, a linglica é uma
matriz complexa, contendo entre outros lipideos, sais e proteinas, € necessario o
emprego de etapas prévias de preparo de amostras anterior a determinacao das
nitrosaminas por GC-TEA. A determinagcao de analitos em concentragcdes ao nivel
de tracos (analise de residuos) requer um preparo de amostra que permita a pré-
concentracdo do analito e resulte em um extrato livre de interferentes. Neste

sentido foram avaliadas as técnicas de SPME e SPE.
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VI1.4.1.1 EXTRAGAO EM FASE SOLIDA

Na extracao em fase sélida (SPE) foram utilizados cartuchos contendo
silica, alumina A e florisil, sendo que os procedimentos empregados foram
baseados na literatura (TAKATSUKI e KIKUCHI, 1990; RAOUL et al., 1997; SEN
et. al., 2000). Inicialmente foram empregadas solugdes padrao de nitrosaminas (50
ng L") preparadas em hexano para avaliar a afinidade de cada nitrosamina com a
fase estacionaria do cartucho. Para a etapa de eluicdo foram avaliados diferentes

solventes conforme apresentado na Tabelas VI.4., VI.5. e VI.6.

Tabela V1.4 - Teste de recuperagao avaliando diferentes solventes na eluigdo da
NDMA, NDEA, NPIP E NPIR (50 ug L") do cartucho de silica.

Recuperagéao (%) (n=2)

Solventes NDMA NDEA NPIP NPIR
EDT:MeOH (2:1 v/v) n.d. n.d 109 50
DCM: EDT (7:3 v/v) 40 44 58 70

DCM:MeOH (95:5 v/v) 47 64 65 68

EDT- Eter dietilico, MeOH- Metanol, DCM- Diclorometano.

n.d: ndo detectada
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Tabela VI.5- Teste de recuperacdo avaliando diferentes solventes na eluicdo da
NDMA, NDEA, NPIP E NPIR (50 ug L") do cartucho de Florisil.

Recuperagao (%) (n=2)

Solventes
NDMA NDEA NPIP NPIR
HXN:DCM (3:1 v/v) 17 26 58 39
DCM:EDT (7:3 viv) 59 86 67 66
DCM:MeOH (95:5 v/v) 96 99 102 108

EDT- Eter dietilico, MeOH- Metanol, DCM- Diclorometano, HXN- Hexano

Tabela VI.6.: Teste de recuperacao avaliando diferentes solventes na eluicdo da
NDMA, NDEA, NPIP E NPIR (50 ug L™") do cartucho de Alumina-A.

Recuperagao (%) (n=2)

Solventes
NDMA NDEA NPIP NPIR
EDT:MeOH (2:1 v/v) 14 18 100 83
DCM:EDT (7:3 v/v) 47 64 65 68
DCM:MeOH (95:5 v/v) 49 64 65 65

EDT- Eter dietilico, MeOH- Metanol, DCM- Diclorometano.
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Os resultados obtidos indicam que as quatro nitrosaminas sob estudo
nao se comportam de forma similar em todos os cartuchos. De modo geral, as
nitrosaminas de cadeia alifatica apresentaram valores menores de recuperagao
nos cartuchos de silica e alumina-A. Ainda, foi verificado (Tabelas VI.5) que a fase
florisil € a mais adequada para a extracao e pré-concentragao das nitrosaminas
sob estudo, tendo em vista a maior recuperacdo. A melhor composi¢cao do
solvente de eluicdo € uma mistura de diclorometano e metanol na proporgao 95:5
v/v. Com essas condigdes experimentais foi obtida, para todas as nitrosaminas na
concentracdo de 50 pg L™, uma recuperagdo no intervalo de 96 a 108 %. Esses
resultados estdo de acordo com os valores de recuperacdo aceitaveis para a
analise de residuos, de 70 a 120% (EUROPEAN COMMISSION DECISION
2002/657/EC, 2002).

O cartucho contendo a fase florisil, foi utilizado no clean’up, apds a
extragdo das nitrosaminas de amostras de lingliiga fortificadas (5, 10 e 50 pg L™)
para avaliar o efeito matriz. A recuperacdo média das nitrosaminas variou de 49 a

84 % (Tabela VI.7), sendo que a NDEA apresentou a menor recuperagao.

Tabela VI.7 - Recuperacdo meédia das nitrosaminas em amostras de linguica

fortificadas em trés niveis. Extracdo por SPE em cartucho contendo florisil.

NITROSAMINAS | Recuperacao Desvio
média (%) (n=2) | médio %
(n=2)
NDMA 69 5
NDEA 49 1
NPIP 56 3
NPIR 84 4
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Os baixos valores de recuperacao das amostras fortificadas em relagao
a recuperagao obtida com solugdo padrao se deve a complexidade da amostra,
que possivelmente acarreta perda das nitrosaminas.

A Figura VI.2 apresenta o cromatograma da amostra de linguica
fortificada com 50 pg L' das N-nitrosaminas extraidas por SPE em cartucho

florisil.
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Figura VI.2 — Cromatograma obtido por GC-TEA de uma amostra de linguica
fortificada com 50 ng mL™ de 1-NDMA (tr= 2,3 min.); 2-NDEA (tg= 3,2 min.); 3-
NPBA (tr = 5,1 min.); 4-NPIP (tr = 6,3 min.) e 5-NPIR (tg= 6,7 min.) e extraidas

por SPE. Condigbes cromatograficas descritas no item V.3.1.1, pag. 90.
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V1.4.1.2 - MICROEXTRAGAO EM FASE SOLIDA

A eficiéncia de extracdo na SPME depende de parametros como
temperatura, tempo de equilibrio, forga ibnica e tempo de exposicdo da fibra.
Quanto ao modo de amostragem, esta pode ser realizada no espago confinante
(HS) ou por imersdo direta. Tendo em vista a complexidade da matriz e a
volatilidade das nitrosaminas, a amostragem foi realizada no HS. A dessorgao do
analito é realizada termicamente no injetor do GC-TEA.

Para avaliar a eficiéncia da extragdo das nitrosaminas duas fibras de
polaridades distintas foram empregadas: PDMS-DVB e PA. O procedimento
usado esta descrito no item VI.3.8.3.

Inicialmente foram estabelecidas as condi¢cdes experimentais 6timas
para a extracdo de NDMA, NDEA, NPIP e NPIR, mediante avaliagédo do tempo de
equilibrio (teq) , tempo (tex) € temperatura (T) de extracdo e forga idnica (I). As
condigbes otimas estabelecidas foram para a fibra PDMS-DVB (teq: 10 min; I: 36 %
m/v NaCl; T: 30 °C e tex: 30 min) e PA (teq: 10 min; I: 36 % w/v NaCl; T: 50 °C e tex:
20 min) (Figura VI. 3).

A fibra PDMS-DVB apresentou melhor recuperacao para a extracao de
NDMA e NDEA em comparagdo com a fibra PA que apresentou alta eficiéncia
para a NPIP e NPIR. A fibra PDMS-DVB apresenta polaridade intermediaria e é
sensivel a aminas (ALPENDURADA, 2000). A fibra polar PA demonstra ser mais
eficiente na extragcdo das nitrosaminas mais polares NPIP e NPIR. Pelo fato da
NDMA e NDEA serem mais comumente encontradas em linguicas e a fiora PDMS-
DVB ter apresentado melhor eficiéncia de extracdo em comparacao a PA para
esses compostos, a fibra com recobrimento PDMS-DVB foi empregada para os

estudos realizados na matriz alimento.
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O Poliacrilato
B PDMS-DVB

Massa (pg)

Figura VI. 3 - Comparacdo da fibora PDMS-DVB e PA na extragdo de
nitrosaminas. Condi¢des: 30 ng mL™" de NDMA, NDEA, NPIP e NPIR. PDMS-
DVB (teq: 10 min; I: 36 % m/v NaCl; T: 30 °C e tex: 30 min) e PA (teq: 10 min; I: 36
% w/v NaCl; T: 50 °C e te,: 20 min).

Avaliou-se a possibilidade do emprego da NPBA como padrédo interno,
no entanto, apesar da separacdo adequada quanto as demais nitrosaminas, a
fibra apresentou afinidade 1000 vezes maior para a NPBA que para as demais
nitrosaminas em uma mesma concentracdo. Devido a baixa repetibilidade dos

resultados, esse composto ndo se mostrou adequado para a padronizagao interna.
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VI1.4.1.2.1- PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Para montar o planejamento fatorial para otimizagdo 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.

ApoOs os resultados dos testes preliminares apresentados nos graficos
das Figuras VI. 4 a VI.7, ficou estabelecido o intervalo entre os niveis conforme a
Tabela VI.2. O tempo de equilibrio praticamente ndo apresentou variacdo no
intervalo de 5 a 20 minutos, porém foi também avaliado pelo planejamento uma

vez que este seria realizado com suspenséo de linguica.

. NDMA
Adicao de NaCl -
—=—NDEA
25 —A—NPIP
20 ——NPIR
S 15
1"
< 10
5
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0 9 18 27 36 45
NaCl (%)

Figura V1.4 — Influéncia da adigdo de sal na extragdo das nitrosaminas por HS-
SPME, empregando a fibora PDMS-DVB. Concentracdo das nitrosaminas: 50 ng
mL™".
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Tempo de equilibrio
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Figura VL.5 - Influéncia do tempo de equilibrio na extragdo das nitrosaminas por
HS-SPME, empregando a fibora PDMS-DVB. Concentragdo das nitrosaminas: 50

ng mL™.
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Figura VI.6 - Influéncia da temperatura na extragdo das nitrosaminas por HS-
SPME, empregando a fibora PDMS-DVB. Concentracdo das nitrosaminas: 50 ng
mL™.
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Figura VL7 - Influéncia do tempo de extragdo das nitrosaminas por HS-SPME,

empregando a fibora PDMS-DVB. Concentragédo das nitrosaminas: 50 ng mL™.

Em estudo preliminar foi verificado que a eficiéncia de extracdo das
nitrosaminas depende da matriz, sendo que ocorre uma perda significativa
(aproximadamente 99 %) da mesma quando se realiza a extracdo em agua ou
com a matriz do produto carneo. Isso € devido a complexidade da matriz
alimenticia, que no caso da linglica é composta de proteinas, carboidratos,
lipideos, entre outros. Sendo assim, além da particdo agua/headspace e particao
e/ou adsorcao headspace/fibra, tem-se um equilibrio a mais envolvido, a particdo
das nitrosaminas da matriz lipidica para a agua. Portanto, as melhores condi¢des
experimentais estabelecidas para extracao das N-nitrosaminas por HS-SPME em
solucdo aquosa, nao necessitam ser as mais adequadas para a extragao das N-
nitrosaminas presentes nas linguigas. Assim, foi avaliada, por um planejamento
fatorial fracionario 2*' com dois niveis (-1 e +1), a influéncia dos diferentes fatores
que afetam o processo de extracédo tais como: forga idnica, tempo de equilibrio,

tempo e temperatura de extragdo, utilizando para tanto uma suspensido de
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linguica fortificada ao invés de solugdo aquosa contendo as N-nitrosaminas. Este
planejamento resultou em 8 experimentos, tendo sido verificado que o ajuste da
forca ibnica nao é importante quando estudado na matriz, uma vez que a amostra
ja contém sal. Portanto, outro planejamento fatorial completo 2° com ponto
central, realizado em triplicata e codificado como 0 (ponto em triplicata), foi
avaliado considerando os fatores tempo de equilibrio, tempo e temperatura de
extracao (Tabela VI.2, pag. 120).

O resultado deste experimento demonstrou que o equilibrio, entre a
fase liquida e a fase vapor (headspace), foi atingido apdés 5 minutos. Portanto,
para eliminar variagdes quanto ao tempo de equilibrio, os estudos subsequentes
foram realizados com um tempo de 10 minutos antes da exposi¢cao da fibra no
frasco de HS.

No sentido de refinar os dois fatores de maior importancia na
determinagao de N-nitrosaminas por SPME (tempo e temperatura de extracao) foi
realizado um novo planejamento experimental. O planejamento foi construido
como fatorial completo 22 com trés pontos centrais (0) e quatro pontos axiais (—
1,41 e +1,41) de acordo com a Tabela VI.3 (pag. 121). Os pontos axiais
asseguram a condicdo de rotabilidade do planejamento. As superficies de
resposta obtidas para as quatro nitrosaminas estdo apresentadas nas Figuras VI.8
a VI9.11.

Foram verificados dois perfis diferentes de superficies de respostas
para as nitrosaminas aliciclicas e ciclicas. As Figuras VI.8. e VI.9. indicam que a
amostragem a 45 °C por um tempo de 20 minutos produz uma melhor
recuperacdo de NDMA e NDEA, na matriz linguigca. Porém, a NPIP e NPIR
apresentaram diferentes comportamentos; o tempo de extracdo 6timo foi,
aproximadamente, 10 minutos para ambas nitrosaminas e as temperaturas que
resultaram em maior recuperagdo foram 50 °C e 30 °C, para NPIP e NPIR,
respectivamente (Figuras VI.10. e VI.11.). Considerando que em amostras de

linguigas as N-nitrosaminas mais comumente encontradas sdo a NDMA e NDEA,
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as condigdes otimas estabelecidas para extracdo das N-nitrosaminas por HS-

SPME s&o: teq: 10 min; I: ndo ajustada; T: 45 %C e tex: 25 min (Tabela VI.8).

Tabela VI.8. Parametros 6timos de extracdo por HS-SPME-GC-TEA para cada
nitrosamina.

Nitrosaminas Adicao de Sal Tempo de Temperatura Tempo de
(% m/v NaCl) equilibrio (min) (°C) extragcao
(min)
NDMA 0 10 45 20
NDEA 0 10 45 20
NPIP 0 10 50 10
NPIR 0 10 30 10
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Figura V1.8 - Superficie de resposta para NDMA obtida no planejamento fatorial
completo 22. Massa de NDMA x tempo de extracdo x temperatura.

L5A) easey

Figura V1.9 - Superficie de resposta para NDEA obtida no planejamento fatorial
completo 22. Massa de NDEA x tempo de extracdo x temperatura.
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Figura VI.10 - Superficie de resposta para NPIP obtida no planejamento fatorial
completo 22. Massa de NPIP x tempo de extracdo x temperatura.
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Figura VI.11 - Superficie de resposta para NPIR obtida no planejamento fatorial
completo 2. Massa de NPIR x tempo de extragdo x temperatura.
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A eficiéncia de extracdo empregando a fibora PDMS-DVB 65 um e
fazendo a amostragem no headspace, em relagdo a solugdo aquosa (injecao
direta) € menor que 1 % para todas as nitrosaminas em questdo, o que pode ser
visualizado pela diminuigdo da sensibilidade obtida através das curvas analiticas
para cada modo de analise (Tabela VI.9).

Esses baixos valores de eficiéncia de extracdo sido decorrentes da
baixa transferéncia das nitrosaminas da solugdo aquosa para o headspace. No
caso da matriz alimenticia essa transferéncia da solugdo € menor ainda, uma vez
que existe um novo equilibrio envolvido: matriz lipidica-agua e agua-headspace.
No entanto, quando se compara a quantidade de massa presente no headspace
(temperatura de 45 °C) em relagéo a fibra verifica-se uma pré-concentragdo dos
analitos na mesma, sendo que a afinidade dos compostos pela fiora PDMS-DVB
segue a ordem: NDEA ~ NPIP > NDMA ~ NPIR (Tabela VI1.9). Cabe destacar, que
o detetor TEA ndo apresenta a mesma sensibilidade para todas as nitrosaminas,
sendo NDMA > NPIR > NPIP ~ NDEA.

Tabela V1.9 — Sensibilidade para diferentes modos de analise.

Nitrosamina SENSIBILIDADE* u.a. ng™
P.e.’C/ Injecao Injegdo do HS-SPME- HS-SPME-
mm Hg) direta headspace* GC-TEA GC-TEA
(matriz (matriz
agua)™* linguiga)****
NDMA 154/760 29,0 0,0401 0,42 1,60 107
NDEA 176/760 17,2 0,0372 7,80 8,21 107
NPIP 214/760 16,0 0,0260 4,44 10,7 10
NPIR 215/721 19,6 0,0335 0,661 2,90 107

P.e.: ponto de ebuligdo; *Sensibilidade obtida a partir de curvas analitica (area vs. massa
em ng); **Temperatura: 45 °C; ***Condicdes descritas em VI.3.8.3, pag.117;
****Condigcbes descritas em VI1.4.1.2.1, pag.130.
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V1.4.1.2.2 - PARAMETROS DE VALIDAGAO

Uma vez otimizadas as condicbes analiticas para a extracao e
quantificacdo das N-nitrosaminas por HS-SPME-GC-TEA, o método foi validado
com o objetivo de garantir a exatidao, seletividade, reprodutibilidade e robustez
dentro da faixa na qual as N-nitrosaminas ser&o analisadas.

O método HS-SPME-GC-TEA proposto para a determinagcao de
nitrosaminas em lingligas foi validado por avaliagdo dos seguintes parametros:
faixa linear, linearidade, sensibilidade, recuperagao, repetibilidade, limite de
deteccdo e limite de determinag&o, cujos parametros estdo apresentados na
Tabela VI.10.

Tabela VI.10 - Parametros de validagao para a determinagdo de nitrosaminas em
linguigas por HS-SPME-GC-TEA.

Parametros de validagao NDMA NDEA NPIP NPIR
Faixa linear (ng) 60,0a720 600a720 600a720 60,0a720
Linearidade 0,9935 0,9870 0,9955 0,9944
Sensibilidade (u.a. ng™) 1,60 10° 8,21 10° 10,710° 2,90 107
Repetibilidade (% RSD, n=6) 360 ng 5 5 6 12
Recuperacéao (%)* 105 110 105 107
Limite de deteccdo (ug kg™')** 3 3 3 3
Limite de quantificagdo (ug kg™')** 10 10 10 10

(*) A recuperacao foi calculada a partir da curva de adigao padrao.
(**) Os limites de detecgao e quantificacdo foram calculados com base em uma
amostrade 2,5 g.
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A exatiddo do método foi avaliada mediante teste de recuperacdo. O
limite de deteccao e o limite de quantificagao foram calculados pela razdo do sinal-
ruido de 3 e 10, respectivamente, medidos na proximidade do tempo de retencéo
dos analitos correspondentes.

As curvas analiticas foram realizadas por adigdo padrao, devido a

interferéncia da matriz e apresentaram linearidades adequadas (Figura VI.12.).

7.5
- NDMA
* NDEA
5 (- * NPIP
E > NPIR
2.5
0.0-¥ T T | | T T 1
0 100 200 300 400 500 600 700
Massa (ng)

Figura VI.12.- Curvas de adi¢do padrao (n=3) para a NDMA, NDEA, NPIP e NPIR.

A repetibilidade do método foi avaliada através da precisao intra-ensaio,
analisando-se uma amostra fortificada com 360 ng (n=6). O resultado foi expresso
como estimativa do desvio padrao (RSD), apresentando-se uma variagdo de no
maximo 12 %, dentro da variacdo maxima considerada que € de 16 %
(EUROPEAN COMMISSION DECISION 2002/657/EC, 2002).
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A partir dos dados obtidos verifica-se que o método de extragdo HS-
SPME-GC-TEA apresenta sensibilidade adequada para a determinacdo de N-
nitrosaminas em produtos carneos. A frequéncia de determinagcdes no sistema
HS-SPME-GC-TEA foi de 2 determinag¢des por hora.

VI1.4.1.2.3 ANALISE DE AMOSTRAS POR HS-SPME-GC-TEA

As amostras de lingliga tipo frescal foram analisadas por HS-SPME-
GC-TEA, utilizando a fibora PDMS-DVB (Figura VI1.13.). Para tanto, as condi¢bes
do sistema HS-SPME e GC-TEA foram ajustadas de acordo com o estabelecido
nos itens V1.4.1.1.1 e V.4.1, respectivamente.

Pelo fato da matriz influenciar na eficiéncia de extragdo, o procedimento
adequado para a determinagdo de nitrosaminas volateis em amostras de
alimentos é o método de adicdo padrao. Portanto, foram realizadas curvas de
adicdo padrao para cada nitrosamina estudada com trés adigbes de 120, 360 e
600 ng sobre uma massa de 2,5 g de amostra.

As amostras analisadas est&o representadas na Tabela VI.11.

Tabela VI.11 - Resultados da determinagdo de NDMA em amostras de linguicas

tipo frescal.
Concentragao de Nitrosaminas + S
Amostras (ng kg™

NDMA NDEA NPIP NPIR
1 44 +1 n.d. n.d. n.d.
2 15+ 1 n.d. n.d. n.d.
3 22 + 2 n.d. n.d. n.d.
4 18 + 1 n.d. n.d. n.d.

S = Estimativa do desvio padrao absoluto da média (n=3) da concentracao de
nitrosaminas. n.d. = ndo detectada (< 3 ug kg™).
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Figura VI.13 — Cromatograma obtido por HS-SPME-GC-TEA de uma amostra de
linguica (m = 2,5 g) fortificada com 600 ng de 1-NDMA (tr= 2,3 min.); 2-NDEA (tr
= 3,2 min.); 4-NPIP (tr = 6,3 min.); 5-NPIR (tg= 6,7 min.) e 360 ng de 3-NPBA (ir =
4.5 min.). Condi¢des cromatograficas descritas nos itens VI.4.1.1.1 e V.4.1.

A NDMA foi detectada nas quatro amostras de linglicas analisadas
apresentando teor de NDMA acima de 10 pg kg', que é o nivel de agédo
estabelecido pela Agéncia de Inspecdo de Alimentos do Canada para carnes
curadas (CANADA, 2003). A NDEA, NPIP e a NPIR nZo foram detectadas em

nenhuma das amostras analisadas.

A utilizacdo do sistema hifenado HS-SPME-GC-TEA, apresentou
grandes vantagens frente aos métodos citados na literatura como SPE (RAOUL et
al., 1997; SANCHES FILHO, 2003), extragao liquido-liquido (ATAWODI, 3003) e o
método recomendado pela AOAC (AOAC, 1997) que utilizam grandes volumes de

solventes organicos, apresentam perdas durante a extragédo e sao trabalhosos.
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VI-5 CONCLUSOES

O cartucho florisil apresentou recuperagao adequada quando avaliado
pela SPE na extracdo de solugdes aquosas contendo as N-nitrosaminas em
estudo. Entretanto, esta mesma fase avaliada no preparo de amostras de linguicas
nas determinacbes de NDMA, NDEA, NPIP e NPIR, apresentaram baixa
recuperagao, na faixa de 49 a 84 %, devido a complexidade da matriz e perdas
durante a pré-extragao do analito.

O sistema HS-SPME-GC-TEA apresentou vantagens em relacédo a SPE
como simplicidade de manuseio, menor custo, eficiéncia, sensibilidade e
repetibilidade adequada na determinagdo de nitrosaminas em amostras de
linguicas, além de nao utilizar solventes organicos.

Os niveis de NDMA encontrados nas amostras de linguigas analisadas
foram acima de 10 pg kg™, que é o nivel de acdo estabelecido pela Agéncia de
Inspecdo de Alimentos do Canada para carnes curadas (CANADA, 2003), sendo
assim necessario um monitoramento das N-nitrosaminas, a fim de estabelecer

limites maximos desses compostos em alimentos brasileiros.
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O método de analise por injecdo em fluxo com detecgéo
espectrofotométrica desenvolvido para determinacdo de nitrato e nitrito
através do complexo ternario FeSCNNO®, é adequado para o
monitoramento dessas espécies em produtos carneos e apresenta, em
relacdo ao método espectrofotométrico oficial recomendado pela AOAC,
as seguintes vantagens: emprego de reagentes ndo carcinogénicos, baixo
consumo de reagentes, elevada frequéncia analitica (5 analises

completas/hora) menor manipulagado das amostras.

As amostras de linguigas e salsichas analisadas estdao de acordo com a
legislagdo vigente quanto aos teores de nitrato e nitrato, ou seja,
apresentaram valores inferiores a 150 e 300 mg kg™ para nitrito e nitrato,

respectivamente.

O método de HS-SPME-GC-TEA desenvolvido para a determinacdo de
nitrosaminas em linguicas apresenta sensibilidade e seletividade
adequada para a determinacdo destes compostos toxicos em alimentos,
tendo em vista que o nivel de acao estabelecido pelo FDA (Food and
Drug Administration dos Estados Unidos) ser de 10 pg kg™'. Comparando-
se as técnicas de SPE e SPME, na extragao das nitrosaminas da matriz,
conclui-se que a técnica de SPME apresenta as seguintes vantagens
frente a SPE: dispensa o uso de solventes, menor manipulacdo de
amostras, analise sem geracdo de residuos, menor cursto, maior

repetibilidade e menor tempo de analise.

O preparo de amostras empregando a microextracdo em fase sélida com
amostragem no headspace oferece vantagens em relagao a destilacéo a
vacuo (método oficial AOAC), principalmente no que tange a simplicidade

de execucgao, tempo e manipulacdo da amostra.
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A fibra de silica recoberta com PDMS-DVB, espessura de 65 um,
apresenta uma melhor eficiéncia de extragao para as nitrosaminas NDMA
e NDEA por HS-SPME, enquanto a fibra recoberta com PA de espessura
de 85 um apresentou melhor eficiéncia de extracdo para as nitrosaminas
NPIP e NPIR.

A matriz alimento, contendo um alto teor de lipideos, exerce efeito
importante sobre o processo e a eficiéncia de extragao das nitrosaminas
por HS-SPME. Portanto, a otimizacdo e desenvolvimento de métodos por
HS-SPME devem ser realizados com a matriz e a quantificacdo deve ser

realizada por adi¢cao padrao.

A NDMA foi encontrada em lingligcas comercializadas na regido de
Campinas, acima do nivel de agao estabelecido pelo FDA, o que vem a
sugerir a necessidade de monitorar esses compostos também no Brasil e
indicam a necessidade de rever aspectos de legislagdo para que sejam
estabelecidos valores de maximo de residuos de nitrosaminas para

alimentos comercializados no Brasil.

O método de GC-MS otimizado tem sensibilidade para ser empregado
para a confirmacdo de identidade das N-nitrosaminas nas amostras de

linguica.
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