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RESUMO

Neste trabalho desenvolveu-se uma metodologia para extragdo, pré-
concentragéo e determinacdo de Nitrosaminas a partir de amostras de produtos
carnicos tratados com nitrito. Para isto utilizou-se a extragdo a vacuo com arraste de
vapor para extragdo e captagdo dos analitos em fase aquosa. Para pré-
concentragdo destes analitos a partir da fase aquosa, estudou-se SPE com
diferentes adsorventes (resina Amberlyst XAD-4, carvao ativo em pé e granular). A
SPE foi testada em leito fixo (em coluna) e, também em batelada, para adsorventes
com menor granulometria. A extragao liquido — liquido, usando diclorometano como
solvente extrator, foi usada como técnica de referéncia para fins de comparagao.

Para analise dos extratos utilizou-se a cromatografia gasosa, com detector de
ionizagdo por chama (GCFID) e com detector de espectrometria de massas
(GCMSD), e a cromatografia capilar eletrocinética micelar (MEKC). As analises por
GCFID e MEKC carecem de sletividade na identificacdo dos compostos. lIsto faz
com que estas metodologias analiticas sejam consideradas como viaveis para
andlises quantitativas de amostras com matrizes ndo muito complexas que ja se
conhegam quais compostos estao presentes.

Os melhores resultados foram obtidos pela combinag&o do processo de SPE
com carvao ativo granular, usando o procedimento em leito fixo, analisado por
cromatografia gasosa com detector de espectrometria de massas. Este arranjo
permitiu a extragdo e a analise de amostras de massa de salsichas enlatadas e do
liquido de conserva das mesmas, com sensibilidade e seletividade necessérias para
analise de nitrosaminas. Os limites de deteccéo ao nivel de ug kg™ , e abaixo de 5
ug Kg' enncontram-se dentro dos padrdes exigidos pelos 6rgéos internacionais de
controle ambiental como EPA (Environmental Agency Protection) e FSIS Food
Safety Inspection Service .Os principais compostos detectados nas amostras
(salsichas enlatadas brasileiras e espanholas) foram Dimetilnitrosamina,
Dietilnitrosamina, N-nitrososmorfolina, N-nitrososopiperidina e N-nitrosopirrolidina,

sendo este Ultimo o mais abundante.

Xiv
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ABSTRACT

in this work was developed a methodology for the extraction, pre
concentration and analysis of nitrosamines from samples of canned sausages that
were treated with nitrite. With this objective, the vacuum steam distillation was used
for the extraction and trapping of the analytes in the water phase.

The pre-concentration step from the aqueous samples was made by SPE and
LLE, this last one only forto comparative purposes. The SPE was developed in three
different ways: with powder active carbon in bath, with granulated active carbon in
column and with XAD-4 resin in column. The LLE was made by using
dichloromethane as the extractor solvent.

GC was used as one of the analytical techniques, with two detectors: FID
(flame ionization detector) and MSD (mass spectrometer detector). The other
technique also tested was the MEKC (micellar electrokinetic chromatography).

Best results were obtained by using SPE with granular active carbon in
column and analysis by GC/MSD. This kind of methodology allows the extraction and
identification of some nitrosamines in the mass of sausages and in the liquid phase
at ng kg’ levels, attending the requiréments of the international environmental
agencies.

The main compounds that were identified in the samples (Brazilian and
Spanish  sausages) were  Dimethylnitrosamine, Diethylnitrosamine, N-
nitrosomorpholine, N-nitrosopiperidine and N-nitrosopirrolidine, being the last one the

most abundant.
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1-INTRODUCAC

O problema da presenca de nitrosaminas em alimentos pode ser enfocado
como um tipico problema ambiental. Historicamente surge da necessidade de
conservar os alimentos por mais tempo e evitar o desenvolvimento de
microorganismos responsaveis por intoxicagdes alimentares. Em consequéncia da
interagao dos constituintes dos alimentos com alguns aditivos como E249 (Nitrito de
Potassio), E250 (Nitrito de Sédio), E252 (Nitrato de Potassio) e E251 (Nitrato de
Sédio), através de reacdes colaterais, ocorre a formacéo das nitrosaminas'.

Desconhecidas e camufladas em concentragdes em niveis de partes por
bilhao, estas substancias vém ao longo dos anos exercendo sua agdo carcinogénica
e mutagénica sobre diversas espécies animais inclusive o homem.

A questdo se torna mais grave quando se verifica que esta familia de
compostos encontra-se distribuida nas mais diversas matrizes, podendo ainda ser

formada endogenamente (in vivo).

PEDRO JOSE SANCHES FILHO

INSTITUTO DE QUIMICA/UFRGS
BIBLIOTECA-



NITROSAMINAS - INTRODUCAO

A primeira dendncia de risco das nitrosaminas como produto cancerigeno
data do inicio da década de 60, porém por muito tempo pouco foi discutido na
literatura cientifica sobre este assunto’.

O interesse financeiro da industria de alimentos combinado ao fato que os
tumores gerados por este xenobidtico somente aparecerem 20, 30 anos apos o
contato cronico, faz com que nao existam responsaveis. Acrescenta-se a isto a falta
de metodologias analiticas de facil alcance a laboratérios ndo tdo bem equipados.

O limite de detecgdo de contaminantes trago em amostras ambientais e de
alimentos esta continuamente sendo deslocado para niveis mais baixos, pelo
aumento da sofisticagao do instrumental analitico e pela necessidade de se trabalhar
com valores cada vez mais baixos de concentracdo. As analises estdo agora sendo
desenvolvidas, rotineiramente, em niveis antes na2o atingidos, para uma grande
variedade de compostos, incluindo desde metais pesados, residuos de pesticidas,
HPAs, Bifenilas policloradas (PCBs) e a classe de compostos N-nitrosos mais
comumente conhecida como nitrosaminas®.

Este trabalho foi desenvolvido junto ao grupo de Quimica Ambiental. da
UFRGS. Levando em consideragéo o fato de que o meio ambiente é tudo aquilo que
circunda o homem, incluindo as relagbes e trocas do individuo e o cenario no qual
esta incluido, consideramos a busca de uma metodologia para andlise de
Nitrosaminas em alimentos também uma questao ambiental.

Neste trabalho estudam-se diferentes caminhos para analise de nitrosaminas
em produtos carnicos tratados com nitrito. Buscam-se sistemas de deteccdo que ja
sejam comuns nos laboratérios de analise, ampliando sua aplicacdo, sem
necessariamente implicar em aquisicdo de novos equipamentos. Estuda-se a
destilagao a vacuo por arraste de vapor como técnica extrativa. Em fung&o da baixa
concentracdo que estes compostos sdo encontrados utiliza-se para pré-
concentragao e clean up dos analitos a partir dos destilados e extratos aquosos, a
extracdo em fase solida (tendo como fases sdélidas o carvdo ativo e a resina
XAD-4™), bem como a Extragdo Liquido Liquido (LLE) como técnica de comparagao

foram investigadas. As técnicas usadas sao relativamente baratas e de facil
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execug¢do. Como técnicas analiticas utilizaram-se a Cromatografia Gasosa,
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas e Cromatografia
Capilar Eletrocinética Micelar (eletroforese capilar). A cromatografia gasosa ja € uma
técnica bastante difundida enquanto a eletroforese capilar esta avangando como
concorrente a HPLC, porém, neste caso utilizamos apenas o capilar de silica

fundida, sem fase estacionaria, o que representa uma redugdo em custo.
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2 - REVISAO DA LITERATURA

2.1 NITROSAMINAS: DEFINIGAO PROPRIEDADES E ORIGEM

O termo nitrosamina redne uma grande variedade de compostos N-Nitrosos
de diferentes massas moleculares e tipos estruturais que contém o grupo funcional
caracteristico N-NO apresentado na Figura 1. Incluem-se neste grupo as

nitrosaminas e as nitrosamidas®*,
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Figura 1: Férmulas estruturais das (a) Nitrosaminas; (b) Nitrosamidas

A histéria das nitrosaminas tem inicio em 1853 com a descoberta de que
aminas secundarias reagiam com &cido nitroso ou nitrito produzindo um composto
chamado nitroso amida®. Esta reagdo passou a ser descrita nos livros textos de
quimica orgéanica pratica para diferenciar aminas primarias, secundarias e terciarias.
Muitas nitrosaminas foram patenteadas como aditivos em lubrificantes e gasolinas e
também utilizadas como nematocidas (utilizadas no tratamento de verminoses)*°.

Nitrosaminas s&o compostos tipicamente organicos, sélidos volateis ou Oleos,
amarelos devido a absorgdo da luz visivel pelo grupo NNO. O elétron deslocalizado
no grupo funcional NNO (Figura 2), confere suficiente carater de dupla ligagao para
a ligagdo N-N, tanto que isdmeros E e Z, resultantes da substituicdo assimétrica,

freqlientemente podem ser separados a baixas temperaturas™”.

0 0-

>N—N// - >N+= N/

Figura 2: Deslocaliza¢do dos elétrons = do grupo funcional NNO

Algumas das principais caracteristicas espectroscopicas das Nitrosaminas

podem ser vistas na Tabela |.
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Tabela I: Propriedades espectrais caracteristicas de N-Nitrosaminas

Propriedade (unidade) Grupo funcional Valores
UV-Visivel (nm) NNO 230-235
330-375
Infravermelho, (cm™) estiramento N-N 1040-1160
estiramento N-O 1430-1500
o CH (E) (CCly) 5,8-5,9
RMN (ppm) (CeHs) 6,1-6,3
o CH (2) (CCly) 6,3-6,6

Espectro de Massas (u) Toda a molécula

(CsHe) 6,6-6,8
miz= M, (m-17), M-30, M-31

Fonte: referéncia 3

Tanto as aminas como os aminoderivados podem reagir com agentes

nitrosantes, como acido nitroso HONO, nitritos, dxidos de nitrogénio ou sofrerem a

acao bacteriana. Formam-se em meio acido (pH ~ 3), tanto no ambiente quanto in

vivo, conforme o0 mecanismo apresentado na Figura 3.

X

2HNQ; <=—> N,03 + H,0
R,NH + N203 ——— R2N+HN0 + NOE

R,N'HNO «—s= R,NNO + H'

[RZNH +2HNO, -—> {0 + RZNNOJ

Figura 3: Mecanismo e equacéao geral para sintese de nitrosaminas
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Embora ocorra em meio acido, a espécie quimica que sofre a reagado é a
pequena quantidade de amina livre presente, e ndo o sal®*. Embora os alimentos e o
tabaco sejam importantes fontes de exposigao, estes compostos N-nitrosos parecem
originar-se principalmente in vivo através da reacéo do nitrato com aminas. Em torno
de 5% do nitrato ingerido é reduzido a nitrito na saliva, este misturado as aminas
encontra junto ao suco gastrico condigdes favoraveis a formagao das nitrosaminas’.

Uma vez que as aminas alifaticas sdo bases mais fortes que as aromaticas
elas ndo podem ser nitrosadas abaixo de pH 3, enquanto que as aminas aromaticas
podem”. Entretanto a formacdo destes compostos pode ser inibida pela adicdo de
certas substancias como acido sulfamico, sulfamato de amoénio, acido tanico, alfa
tocoferol e acido ascorbico. Estes compostos competem com as aminas pelas
espécies nitrosantes®®. A Figura 4 apresenta a reagdo entre o acido ascérbico e o

agente nitrosante.

CH,0H CH, OH
N203
— R + 2NO + HZO
HO OH o 0
acido ascorbico

Figura 4: Oxidag&o do acido ascorbico pelo agente nitrosante

As nitrosaminas uma vez formadas s&o relativamente estaveis e dificeis de
destruir sendo provavelmente um dos agentes cancerigenos mais distribuidos no
ambiente. Tém sido estudadas em varios materiais, incluindo géneros alimenticios,
produtos farmacéuticos, amostras ambientais (agua, solo, ar etc.), pesticidas,
herbicidas, borracha, cosméticos etc*®. A Tabela |l apresenta um resumo da

ocorréncia de Nitrosaminas, reportadas na literatura.
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Tabela ll: Ocorréncia de Nitrosaminas

matriz Referéncias

Géneros alimenticios: bacon, presunto, queijos, peixes, farinha de peixe, cervejas 2, 10-13
Produtos farmacéuticos: antistaminicos, tetraciclina, oxitetraciclina, piperazina 2,14-16

Tecidos biologicos: tecidos e drgaos animais, urina, saliva, sangue e soro sanguineo 2,7, 15,17

Matrizes ambientais: agua, aguas residuais, ar, solo 2,12,15,18-21
Industria quimica: herbicidas, pesticidas, fluidos de resfriamento, alcanolaminas 2,1522,23
Outras matrizes: cosméticos, borrachas, detergentes, chupetas, preservativos 11,18, 24-32

2.2 NITROSAMINAS: TOXICIDADE

Este grupo de compostos tem gerado um consideravel interesse em funcéo
da sua toxicidade. Embora descobertos em 1853, somente em 1956 Magee e
Barnes descreveram que a Dimetilnitrosamina apresentava agao carcinogénica, e
em 1964 Ender descreveu que a farinha de peixe tratada com nitrito seria a
causadora da morte de algumas espécies de animais como as martas, por exemplo,
que eram alimentadas com esta ragdo”. Estes fatos desencadearam o inicio dos
estudos das nitrosaminas a Otica de perigosos xenobiéticos. Em ovelhas, por
exemplo, uma simples dose de 5 mg kg™, ou 12 doses diarias de 0,5 mg kg, de

)
i

Dimetilnitrosamina é letal™.

A presenca de compostos que retardam a decomposicao da nitrosaminas
leva a uma queda na toxicidade. Isto tem sido observado através do uso de extratos
de certos vegetais como brécolis, cenoura e cebola®>*>*.

Acredita-se que o cancer induzido pelo tabaco esteja em parte relacionado
com nitrosaminas tais como Nitrosonornicotina®. Mitacek e colaboradores
desenvolveram um extenso trabalho, analisando sistematicamente, diversos géneros
alimenticios no periodo entre 1988 a 1996 na Tailandia, sugerindo uma relagéo entre
os niveis de nitrosaminas detectados e a alta incidéncia de cancer no figado na

25
o]

populagéo daquela regidao™. Dados epidemiolégicos tem evidenciado um aumento

do risco de cancer entre trabalhadores da industria da borracha. Estudos

PEDRO JOSE SANCHES FILHO



NITROSAMINAS - REVISAO DA LITERATURA

desenvolvidos por Monarca e colaboradores permitram a detecgao de
Dimetilnitrosamina no ar presente neste tipo de industria®.

As alquilnitrosaminas, especialmente, sdo poderosos carcinégenos, que se
tornam metabolicamente ativos pela oxidagdo e subsequente geragcdo de
carbocations os quais podem alquilar o DNA, conforme o esquema apresentado na
Figura 5°%. Estudos tém indicado que as propriedades carcinogénicas de
determinadas nitrosaminas estdo relacionadas com interagbes estruturais
especificas anadlogas a interagdes enzima/substrato ou antigeno/anticorpo

apresentando comportamento 6rgéo seletivo. As dialquil nitrosaminas simétricas

o AT O
3.3%

atacam preferenciaimente o figado enguanto as assimétricas, o esdéfago”~>**. O
numero de nitrosaminas testadas para carcinogenicidade excede a 100, a maioria
sao carcinogénicas, embora a poténcia varie significativamente. Por exemplo, a
dose tumorogénica para dietilnitrosamina ¢ de 0,0006 mol kg' enquanto da
dietanolamina é 1 mol kg . Os efeitos carcinogénicos tém sido observados em
exposi¢cdes simples a grandes doses assim como grandes periodos de exposi¢céo a
doses mais baixas™**.

No primeiro estagio da ativagéo metabdlica o Hidrogénio € substituido por um
OH (a-oxidagdo). O novo grupo formado € eliminado como formaldeido deixando o
hidrogénio do grupo CH»OH ligado ao nitrogénio, que facilmente migra para o
oxigénio do grupo NNO. Em um ultimo estagio ocorre a liberagdo da metila
(carbocétion) que podera atacar varias moléculas, dentre elas o DNA**®, conforme

esta demonstrado na Figura 5.

>NNO —-[ﬂ—- \NNO —Hﬂ CHNHN =0 «— CH,N=NOH
HsC HO-CH, N
ZOH"
+
CH,

Figura 5: Ativacdo metabdlica das nitrosaminas com liberagdo do carbocation
alquilante
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Evidéncias deste mecanismo estdo baseadas no fato que a reagéo é mais
rapida na presenga de oxigénio e mais lenta na presenga de ar, e ainda que
nenhuma decomposi¢cdo ocorre em atmosfera de nitrogénio. Em experimentos in
vitro detecta-se a presenga de formaldeido a partir da Dimetilnitrosamina e
acetaldeido a partir da Dietilnitrosamina™.

Existe uma relacdo direta entre a adi¢do de nitrito e nitrato aos alimentos e a
presenca das nitrosaminas'. Sabe-se desde quase um século que os agentes
essenciais para obtencao de carnes curadas s&o sais de nitrito (Nitrito de Sédio ou
Potassio). O nitrito exerce diferentes efeitos conservadores, € responsavel pela
formacgao de cor résea caracteristica das carnes curadas, contribuindo na formagao
do sabor e odor caracteristicos destes produtos® .

A interagdo entre o nitrito e proteinas gera uma nova substancia conservante
durante o aquecimento. A natureza desta substancia conservante nao se conhece
com exatiddo. E denominada como “fator tipo Perigo”, pois foi J. Perigo (1967),
guem descobriu seu efeito em meios microbioldgicos. Este fator exerce uma agéo
intensa contra esporos, evitando nos produtos a formagdo da toxina botulinica
unicamente através de um tratamento térmico suave®. O nitrito é tdxico a doses
moderadas, reage com o sangue para formar a metahemoglobina ou nitrosil
hemoglobina destruindo a capacidade do sangue de transportar o oxigénio. Uma
dose oral de aproximadamente 1 g é letal “.

A agéncia governamental americana de controle de aditivos em alimentos tem
instituido programas para a diminuigdo do nivel residual de nitritos em muitos
alimentos. Alguns processos de producgéo de alimentos agora adicionam vitamina C
e vitamina E aos produtos carnicos (produtos industrializados derivados de carne)
com objetivo de inibir a formagéo de Nitrosaminas™.

Em funga@o do potencial mutagénico e carcinogénico das nitrosaminas para
animais, estima-se que o nivel de exposi¢do toleravel pelo homem para as
nitrosaminas mais volateis encontra-se na faixa de 5 a 10 ug kg” (ppb) de peso

corporal. Por esta razéo o limite de detecgdo minimo de 10 ppb € um pré-requisito
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essencial para a determinagdo desta classe de compostos em amostras ambientais
e de alimentos®"#.

As Tabelas Ill e IV apresentam um resumo da toxicidade e carcinogenicidade
das principais Nitrosaminas encontradas em amostras ambientais e alimenticias.

Quanto a mutagenicidade, as nitrosamidas apresentam esta acdo mais
pronunciada que as nitrosaminas. Uma justificativa aceitavel para este fato € a maior
instabilidade das nitrosamidas, as quais, espontaneamente se convertem em um
metabdlito ativo, enquanto as nitrosaminas necessitam de uma ativagéo prévia para

ocorrer sua acéo bioldgica®>**.

Tabela lll: Atividade carcinogénica de algumas Nitrosaminas

Composto Espécie Orgéos Tratamento

Dimetilnitrosamina Ratos Figado, rim e pulm&ao Alimentagéo, inje¢do subcutanea
Sinus nasais Inalagado

Ratos Figado, eséfago, rim Agua, dose oral

o ] Caes Figado Alimentagao e agua
Dietilnitrosamina
Macacos Figado Dose diaria oral a partir do nascimerito
coelhos Figado Agua
Dibutilnitrosamina Ratos Figado Alimentagao
Nitrosopiperidina Ratos Bexiga eséfago Alimentagao

Fonte: referéncia 33

Tabela IV: Toxicidade aguda para algumas nitrosaminas

Composto Dose (mg kg”') Composto Dose (mg kg™)
Di-n-butilnitrosamina 1200 Nitrosometiluréia 180
Metil-Ter-butilnitrosamina 700 Metil-n-butilnitrosamina 130
Nitrosomorfolina 282 Dimetilnitrosamina 27
Dietilnitrosamina 216 Metilbenzilnitrosamina 18
Metilfeniinitrosamina 200

Fonte: referéncia 33
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2.3 ANALISE DE NITROSAMINAS

A determinagao de contaminantes trago, tais como as nitrosaminas, requer o
isolamento e subsequiente concentragdo do analito a partir da matriz. Assim os
métodos de preparagdo normalmente implicam em substancial redug&o do volume
da amostra e, consequentemente, aumento na concentragdo do analito até o ponto
em que ele possa ser detectado pelo instrumental analitico utilizado com os limite de

434

detecgdo exigidos pela legislagdo™*. Uma etapa de clean up pode também ser
requerida para eliminagdo de interferentes da matriz. O desenvolvimento de
procedimentos de analise de tragos requer o uso de um nuimero minimo de etapas
no processo, analise de brancos para monitorar a interferéncia da matriz e estudos
de recuperacéo®'.

A Tabela V apresenta alguns dos meétodos utilizados na andlise de
nitrosaminas.

Para propésitos analiticos as nitrosaminas s&o normaimente divididas em dois
grupos principais: Nitrosaminas volateis, aquelas capazes de serem extraidas por
arraste de vapor, e Nitrosaminas néo volateis (incluindo polares e n&o polares). Séo
exemplos do primeiro grupo: N-nitrosodimetilamina, N-nitrosodietiilamina e N-
nitrosodipropilamina; e do segundo grupo: N nitroso dietanolamina, N

nitrosometilestearilamina’. O presente trabalho esta voltado para o primeiro grupo.
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Tabela V: Resumo de alguns métodos utilizados na analise de Nitrosaminas

Amostra analito preparagao analise coluna condig¢es ref
cromatograficas
Dimetilamin  N-Nitrosodimetilamina Coluna de silica gel GC/TEA Cromossorb 103
a desativada + 25% de GC/NPD 10%Carbowax
agua seguida de em cromossorb 160°C (isotérmica) 44
eluicdo com DCM. W /AW /DMCS
Ar N-Nitrosodimetilamina 50°C(2min)4°C/min
N-Nitrosodietilamina CG/MS — modo 1. UNACON780B 230°C géas He
N-Nitrosomorfolina traps concentradores SIM CARBOWAX
N-Nitroso-di-n- (carvao ativo, alumina, 20M 46
butilamina. florisil, tenax, silica e CG/TEA (capilar)
N-Nitroso-di-n- thermossorb-N) 70°C(1min) 10°C/min
propilamina 2. UNACON - 230°C
N-Nitrosopiperidina Ultrabond 20M gas He
N-Nitrosopirrolidina (empacotada)
Tabaco e N-Nitrosonornicotina Extragdo ultra-sénica CG/MS - modo Silica fundida- 50°C(1min)20°C/min
fumagade  4-(N-metil-N- (1 hora com tampéo de SIM Superox-4 150°© 4C/min250°C gas 47
cigarros nitrosamino)-1-(3-piridil)-  citrato e DCM) He

1butanona

Cold on colunm
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2.4 EXTRAGAO E PREPARO DE AMOSTRAS PARA ANALISE DE
NITROSAMINAS

Os métodos de preparagéo podem ser definidos conforme o tipo de amostra.
Normalmente a maioria das amostras necessita de algum tipo de preparagao antes
da analise. E raro que uma amostra coletada a partir do ambiente possa ser injetada
diretamente em um instrumento analitico, sem consegténcias prejudiciais"‘a.

Mesmo que a amostra seja adequada péra analise direta, freqientemente os
analitos se encontram em concentragdes muito baixas para a detecgdo sem pré-
concentracdo™.

Varios procedimentos tém sido utilizados na preparagao de amostras. Em
matrizes complexas, cada constituinte funciona como um diluente para as
nitrosaminas geralmente presentes ao nivel de tragos. Adicionalmente, cada
constituinte pode também agir como um potencial interferente, podendo co-eluir com
a nitrosamina de interesse, conduzindo a resultados erréneos”. A preparagéo pode
ser necessaria para remover ou reduzir os componentes da amostra que poséam
interferir na identificagdo dos analitos de interesse.

O desenvolvimento de metodologias aceitaveis para determinagéo de
nitrosaminas ao nivel de pg kg™ (ppb) em alimentos e em outras matrizes passa por
dois problemas basicos. quais sejam, a heterogeneidade do grupo e as baixas
concentragdes presentes em amostras cuja matriz é rica em interferentes que estao
em altas concentragdes.

A separagao inicial deste compostos a partir de diversos géneros alimenticios
tem sido conduzida por extracbes com arraste de vapor a partir de solugbes
alcalinas, acidas ou neutras, sendo que as extragdes a partir de solugdes alcalinas
sao preferidas por restringirem a formag&o de nitrosaminas durante a extragéo e

49-51

apresentarem melhores niveis de recuperagdo™™'. Por outro lado o destilado obtido
a partir de solugdes neutras ou fracamente acidas produz extratos mais limpos®:. A

destilacdo com arraste de vapor sob vacuo, extragdo direta com solvente e a
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solubilizagdo prévia seguida de extragdo com solvente também tém sido
utilizadas®* 2,

Os niveis de nitrosaminas em produtos carnicos curados com nitrito s&o
monitorados através de um programa de vigilancia USDA’s - Food Safety Inspection
Service (FSIS). Dois métodos de isolamento correntemente sao usados no programa
de monitoramento FSIS, para andlise de nitrosaminas em tecidos. O primeiro
método envolve a destilagado a vacuo das nitrosaminas a partir de uma mistura de
6leo mineral e base. A seguir o extrato obtido &€ submetido a extragao liquido liquido
com diclorometano e entdo € analisado por GC/TEA. As amostras que apresentam
niveis de nitrosaminas que violam os limites exigidos s&o analisadas por um
procedimento mais longo. Este inclui destilagdo a vacuo a baixa temperatura,
acidificagdo do destilado aquoso, extragdo com diclorometano, lavagem do
diclorometano com &cido e com bases, concentragdo e uma etapa de clean up em
cromatografia em coluna, e finalmente, o extrato € submetido a uma analise via
GC/MS para confirmagdo dos compostos™.

O procedimento indicado pela EPA (Environmental Agency Protection) para
isolamento e analise de nitrosaminas por GC (8070A) a partir de amostras aquosas,
como aguas subterréneas, aguas residuais, € também aplicavel a matrizes sdlidas
como solos, sedimentos e lodos. Este método consiste na extragéo liquido/liquido
continua - método 3520 - seguido de andlise e duas colunas cromatograficas
diferentes utilizando detector NPD (para nitrogénio e fdsforo) ou TEA. Para
confirmagao dos compostos GC/MS é validado tanto para analise qualitativa quanto
quantitativa®.

A Tabela VI apresenta as recuperagdes obtidas para esta metodologia,
quando aplicada a amostras aquosas marcadas, cada amostra foi analisada em
triplicata, em trés ocasides diferentes. Esta tabela também apresenta o desvio
padrao relativo de cada amostra e os limites de detecgdo quando analisadas em

GC/NPD com coluna Carbowax 20M*.
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Tabela VI: Recuperagbes descritas pelo método da EPA 7080A para amostras

aquosas
Compostos % % Quantidade adicionada (ug L)
Recuperagéo média DP
Dimetilnitrosamina 32 3,7 0,8
Di-n-propilnitrosamina 79 7.1 1.2
Difenilnitrosamina 61 4.1 9,0

Fonte: Referéncia 53

Outras técnicas adequadas a extragdo de nitrosaminas e, mais recentemente

desenvolvidas, sdo a extragdo e microextracdo em fase solida®°° e a extragdo com

7-58

fluido supercritico®
A Figura 6 apresenta alguns procedimentos para extragcdo de nitrosaminas.

. Liquidos Nao Liquidos
Solidos aguosos agquosos
| l |
Dispersos em Dissolvidos Dispersos em
acetona em acetona acetato de etila
Sonicago Analise da solugéo Rempgao da
de acetona agua
l l
Centrifugagéo Pré-concentracao
Pré-concentragéo Analise do
do sobrenadante concentrado

l

Analise do
concentrado

Figura 6: Procedimentos comuns para a extragéo de Nitrosaminas
Fonte: Referéncia 2 .
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2.4.1 EXTRAGAO COM FLUIDO SUPERCRITICO - SFE

Quando uma substancia esta sujeita a temperaturas e pressdes acima do seu
ponto critico, um gas altamente comprimido conhecido como fluido supercritico se
forma. Este fluido apresenta propriedades intermediarias entre liquidos e gases
comuns. As extragbes com fluidos supercriticos (SFE — Supercritical Fluid Extraction)
sdo muito rapidas, pois apresentam boa transferéncia de massa em fungéo da baixa
densidade e alta difusibilidade do fluido supercritico. Outra caracteristica importante
€ que o poder solvatante pode ser controlada em fungdo da presséo e temperatura,
o que pode conduzir a extragdes mais seletivas® .

O trabalho de Prokopczyk e colaboradores apresenta a SFE como uma
alternativa aos procedimentos tradicionais de extragdo, em funcdo dos baixos
volumes de solvente liquido e da velocidade de extragdo. Neste processo, 700 mg
de tabaco foram colocados em um vaso de extragdo, que depois de selado, foi
aquecido a 60 °C sob presséo de 350 atm. O CO,, modificado com 10% de metanol
foi utilizado como fluido supercritico. Os analitos foram coletados em frasco
contendo 2 mL de hexano®'.

Maxwell e colaboradores® atingiram recuperacgdes entre 84,3 e 104,8% para
nitrosaminas volateis a partir de produtos carnicos, utilizando um novo arranjo na
interface restritor/coletor no extrator de fluido supercritico. Como fluido extrator
utilizaram CO; por 17 minutos. |

Andlgar e colaboradores™ apresentaram a otimizacdo dos principais
parametros para extragdo de nitrosaminas com fluidos supercritico a partir de
borrachas, seus resultados indicam a SFE como um alternativa viavel para extracao
destes compostos em matrizes poliméricas deste tipo.

Os extratos supercriticos podem ser obtidos a partir de matrizes sélidas ou de
adsorventes que foram usados para extrair substancias organicas de meios gasosos

56-82

ou liquidos™™~.
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2.5 ISOLAMENTO E PRE-CONCENTRAGAO DE NITROSAMINAS A
PARTIR DE EXTRATOS AQUOSOS

Os extratos obtidos a partir da amostra normalmente ainda sdo solugdes
bastante complexas, onde as nitrosaminas pefmanecem em concentragdes muito
diluidas, misturadas as  outras substancias  co-extraidas, exigindo,
consequentemente, procedimentos adicionais de pré-concentracao e clean up.

Varios sdo os procedimentos para pré-concentragdo das nitrosaminas. De
maneira geral, estes procedimentos envolvem cromatografia liquida preparativa
(PLC) em colunas de silica e alumina e extragdo em fase sélida (SPE). Os
procedimentos de maior sucesso, produzindo boas recuperagdes em niveis bastante
baixos de nitrosaminas, estdo baseados na PLC usando silica gel. Neste
procedimento, as nitrosaminas obtidas por extragdo com acetato de etila s&o
concentradas em coluna de silica gel que as adsorve. Os compostos séo eluidos da
silica com acetona, concentrados e analisados>.

Em outro procedimentoprocesso, Parees determinou Nitrosodimetilamina em
Dimetilamina, sugerindo colunas com sistema de circulagdo externa de agua bara
resfriamento, empacotadas com 35 g de silica gel desativada com 25%(p/p) de
agua, para 5 g de amostra. A silica foi aplicada como emulsdo em Diclorometano
(DCM), o mesmo solvente utilizado para a eluigdo das nitrosaminas ™.

A cromatografia de camada delgada a baixa temperatura também foi utilizada
para separagao de isdmeros de nitrosaminas ciclicas®. Para ¢ desenvolvimento do
processo foram utilizadas solugdes de 5 mg mL™" em acetato de etila. Como sistema
eluente foi usado éter etilico e uma mistura hexano/THF (3:1). O processo foi
acompanhado por analise com Ressonancia Magnética Nuclear (NMR — Nuclear
Magnetic Resonance).

Em outra referéncia™. descreve-se a separagdo de nitrosaminas tipicas de
tabaco utilizando colunas com 30 g de alumina basica ativada (grau lll) empacotada
em coluna de vidro (15 cm X 15 mm). As nitrosaminas foram eluidas com DCM.

Cartuchos com 20 mg de silica pré-condicionada com hexano também foram

usados para concentrar as nitrosaminas obtidas pela SFE do tabaco. Apbs serem
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lavadas com 3 mL de hexano e 3 mL de DCM, os compostos foram eluidos com
DCM contendo 2% de metanol e concentrados a 150 ulL para analise por
Cromatografia Gasosa com Analisador Termoenergético (CG/TEA - Gas
Chromatography with Termal Energy Analyser) ©'.

Rounbehler e colaboradores fizeram uma avaliagdo de varios adsorventes,
secos e Umidos, para amostragem de nitrosaminas no ar. Dentre os adsorventes
solidos secos estudados estdo carvdo ativo, alumina ativada, silica gel, Florisil,
Tenax e cartuchos de Termossorb. Entre os adsorventes umidos (Wet fraps) foram
testados KOH 1 Mol L™, tampao fosfato citrato/acido ascérbico pH = 4,5. Para o
desenvolvimento do estudo, foram utilizados padroes de 100 pg mL" de
nitrosaminas em DCM e acetona para a eluigdo do material retido nos sélidos. As
nitrosaminas foram extraidas com DCM®. J. H. Zhu e colaboradores utilizaram
zeolitos para adsorcao de nitrosaminas dispersas em agua e em diclorometano®.

C. G. Fue H. D. Xu propuseram um método sensivel, seletivo e confiavel para
analise de Nitrosaminas por HPLC e detecgdo quimioluminescente. O método
combina extracdo em fase solida com uma mini coluna de carvao ativo, seguido. de
eluigdo com acetona e derivatizacdo com reagente fluorogénico®™. L. Cardenes e
colaboradores em seus estudos propdem o uso de microondas durante a reagéo de

derivatizag&o reduzindo o tempo de analise®’.

2.5.1 EXTRAGAO EM FASE SOLIDA — SPE

O enriquecimento de compostos orgéanicos trago em materiais sdlidos tem se
tornado uma técnica bastante popular. Alguns atributos desejaveis da fase

adsorvente para este processo sao:

- possuir elevada area superficial,
- ser quimicamente inerte,
- ter a habilidade de adsorver uma grande variedade de compostos organicos

a partir de amostras aquosas.
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A adsorcdo em fase sélida, aplicada a amostras aquosas, esta baseada na
distribuicdo de compostos dissolvidos entre o adsorvente sdlido e a agua. A escolha
da fase tem que ser adequada, uma vez que o coeficiente de particdo esta mais
deslocado ao adsorvente, de forma analoga a extragéo liquido-liquido®,

Conforme o tipo de adsorvente teremos diferentes fatores de enriquecimento.
Se um adsorvente usado é tal que a constante de distribuigdo dos contaminantes
dissolvidos na agua favorece a adsorgéo, todos os compostos presentes em niveis
de tragos na agua ser&o retidos na coluna liberando a agua isenta destes®™.

Apds um certo tempo (apds a passagem de um volume de amostra), ocorre a
saturacao da fase (breakthrough) e os compostos comegam a eluir junto com a agua
novamente. Neste momento foi atingido a maxima capacidade de concentragdo na
fase solida. O estado ideal seria se o aprisionamento do contaminante fosse de

100%. Isto depende de um numero de fatores tais como:

- tipo de fase usada,

- tempo de contato

- fator de enriquecimento

- Composto investigado,

- Composic¢ao da solugdo aquosa,

- Composicéo original dos compostos na agua (efeito da matriz).

A SPE é adequada para muitas amostras ambientais, requer equipamentos
simples, proporciona um clean up superior a LLE, reduz substanciaimente o
consumo de solvente e reduz o tempo requerido para preparag¢ao das amostras para
analise. O custo do material por amostra é iguai ou, em muitos casos, mais baixo
que a correspondente LLE. Por todos estes aspectos a SPE se apresenta como um
método superior a extracao liquido-liquido®™ .

O mecanismo de retenc&o do analito na fase solida pode ser considerado de

adsorg¢do. A adsorgdo € um processo através do qual o material € acumulado na
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interface entre duas fases. A fase sdlida ou fixa € chamada adsorvente e o
substrato adsorvido é chamado adsorbato. A adsorgdo em suporte sélido tem um
grande significado ambiental, uma vez que permite remover poluentes a partir de
matrizes aquosas e fluxos gasosos ®°. A aplicagdo da tecnologia de adsorcdo para
controle de poluentes comuns faz parte da maioria dos casos de controle de
poluentes organicos, tais como compostos organicos volateis, pesticidas, bifenilas

policloradas, etc™.

2.5.1.1 CONFIGURAGAO DO PROCESSO DE ADSORGAO

A unidade de configuragdo mais simples é o sistema em batelada. Neste caso
o adsorvente é misturado a amostra sob agitacido e deixa-se o sistema atingir o
equilibrio. Ao final, as duas fases sio separadas para subsequente tratamento. A
principal vantagem € a simplicidade do processo. A adsorgdo no processo em
batelada ndo € muito comumente usada em fungdo da sua relativa ineficiéncia,
comparada com os processos Ze configuragdo em fluxo continuo. Entretanto
continua sendo usada em alguns casos, quando for a unica opc¢éo disponivel, como
no caso do uso de carvao ativo em pé®. O arranjo mais eficiente para condugdo da
adsorgao € conhecido como leito fixo. Neste modo a fase sdlida consiste de um leito
empacotado do adsorvente através do qual a amostra percola. Conforme a amostra
atravessa o leito, o processo de adsorgdo toma lugar € um efluente limpo abandona
a coluna™"",

A Figura 7 representa, esquematicamente os dois tipos de arranjos para a

adsorc¢ao.

22

PEDRO JOSE SANCHES FILHO



NITROSAMINAS —~ REVISAO DA LITERATURA

Arnstta
e GHIETLE SEM analito l
amostry +
adsorvente
adgorverte + anaito
sdeorverte
- ¥ sistema de agitaglo
sfiuante
> sem analito
{a} modelo de batelada (b} modelo de leito fixo

Figura 7: Esquema genérico para a adsor¢ao dos analitos por SPE
{a) modelo de batelada  (b) Modelo em leito fixo

2.5.1.2 ALGUNS ADSORVENTES UTILIZADOS NA SPE

Um grande numero de adsorventes sintéticos com elevada reversibilidade tem
sido desenvolvido, embora sua versatilidade e capacidade adsortivas sejam
menores que o carvao ativo. A Tabela VIl apresenta algumas fases solidas utilizadas
em SPE.

Em funcdo da utilizagdo neste trabalho descreve-se a seguir algumas
caracteristicas do carvao ativo e da resina tipo XAD-4.

2.5.1.2.1 CARVAO ATIVO

O Carvéo ativo, o mais popular adsorvente, tem tradicionaimente sido
utilizado para remogdo de odores, sabores e cor, 0s quais S80 causados por
contaminantes traco. Sua alta capacidade adsortiva e versatilidade tém expandido

sua aplicagac ao tratamento de numerosos residuos industriais. Em geral compostos
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organicos com massa moleculares maior que 45 g Mol sdo bons adsorbatos em

carvao ativo®™’“.

Tabela VII: Fases comuns usadas em SPE

Tamanho Area superficial Produtos comerciais
Material Forma*  da particula (m*/g)
(mesh)

S 20-50 330 XAD-2
poliestireno S 20-50 750 XAD-4

G 60 — 200 300 - 400 Cromossorb
resina fendlica G 16-50  ------ Duolite
éster acrilico S 20-50 450 XAD-7
alumina ativa G Variavel 235 Alcoa F1, Reynolds,

RA1, RA3

silica gel — G Variavel 300 Florisil
magnésia
silica gel G Variavel 300 -800 Davidson
carvao: base P Variavel 600 — 1200 Darco KB, G60
madeira
carvao: base G Variavel 500 - 1200 Darco Granular
carvao
* S-esférico G-granular P- p6 Fonte: referéncia 69

O carvéo ativo € uma forma micro-cristalina de carbono nao grafitizado que foi
processado para desenvolver maior porosidade interna. E caracterizado por uma
grande &rea superficial de 300 a 2500 m? g a qual permite a adsorcéo fisica de
gases, vapores e substancias dissolvidas ou dispersas a partir de liquidos ou
gases’”.

Discrepancias entre a performance esperada de um carvao ativo, baseada na
area superficial e nos dados de distribuigdo do tamanho de poro, e a real capacidade
adsorvente, pode ser explicada pelos grupos contendo oxigénio na superficie do
carvao. O pH ou pKa do carvao, como uma medida da acidez ou-da basicidade da

superficie dos grupos contendo oxigénio, pode indicar a hidrofilicidade e as
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preferéncias adsortivas aniénicas ou catidnicas’>. A Figura 8 mostra os grupos

funcionais presentes na estrutura do carvéo ativo.

Adsorbato

Resina XAD4

Carvio Ativo

Figura 8: Representagao da superficie do carvao ativo e da resina XAD4

Fonte: Referéncia 69

O carvdo ativo é aplicado a um grande numero de substancias removendo
efetivamente compostos toxicos e bio-refratérios. E aplicado para extragdo de
inseticidas, herbicidas, hidrocarbonetos clorados, fendis, compostos tipicamente
encontrados em amostras aquosas, e que podem ser reduzidos a niveis aceitaveis
por este tratamento’ .

O carvdo em p6 € mais efetivamente usado em pequenos sistemas de
tratamento de &agua, onde o investimento necessario para o equipamento com

P
8874

carvao granular seja proibitivo”
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A Tabela VIl apresenta a capacidade adsortiva do carvéo ativo, medida em
mg de analito por grama de carvdo ativo, para varios compostos orgénicos de

reconhecida importancia ambiental.

Tabela VIlii: Capacidade adsortiva do carvao ativo para alguns analitos

Analito Capacidade. |Analito Capacidade

Adsortiva* Adsortiva*
Fluoranteno 664 Nitrobenzeno 68
DDT 322 N-dibutilftalato 220
Beta naftol 200 N-dimetilnitrosamina 6,8.10°
fonte: referéncia 49 N-nitrosodifenilamina 220
*(mg g de carvio ativo) Fonte: referéncia 75

2.5.1.2.2 RESINAS TIPO AMBERLYST XAD

As resinas XAD-1, XAD-2, XAD-4 s&o copolimeros macroreticulares
resultante da reticulag&o tridimensional do estireno e etilbenzeno, originando .um
material macroporoso, nao idnico, que possui grande area superficial, 0 que resulta
em capacidades adsortivas superiores a silica gel e a alumina™’’. Ndo sao
facilmente molhadas e absorvem pequena quantidade de agua em fung¢do da sua
natureza hidrofébica. Tém sido utilizadas em varios procedimentos para a adsorgdo
de compostos a partir de matrizes aquosas’®.

Alquen e colaboradores’’ desenvolveram estudos onde foram avaliadas as
resinas XAD-1, XAD-2, XAD-4, XAD-7 e XAD-8 para concentragéo de acidos fulvicos
a partir de matrizes aquosa. Concluiram que, no grupo de resinas estudadas, as
resinas acrilicas (XAD-7 e XAD-8) apresentaram melhores performances, tanto na
adsorgdo como na eluicdo dos compostos’'. Remberg descreveu recuperacées na
faixa de 60 a 95% para a extragdo com XAD-4 de hidrocarbonetos halogenados
volateis de matrizes aquosas’®.

A literatura descreve altas recuperagdes de compostos organicos a partir da

agua usando resinas do tipo Amberlyst XAD. Seu emprego representa uma melhora
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sobre o carvdo ativo no sentido de serem mais faceis de eluir e apresentarem
menores riscos de alteragdo da estrutura quimica dos constituintes quando
adsorvidos™®.

As resinas XAD-7 e XAD-8 sdo ésteres de polimeros acrilicos de polaridade
intermediaria. Sdo molhadas com maior facilidade e absorvem maiores quantidades
de agua’®’’. A Tabela VIl (pagina 24) apresenta algumas caracteristicas das resinas
XAD-2, XAD-4 e XAD-7. A combinagao de resinas XAD-2, 4 e 7 foram estudadas por
Lara e Thomas para isolamento de matéria organica marinha dissolvida®™.

Alguns trabalhos vém sendo desenvolvidos pelo Grupo de Quimica Analitica
Ambiental do Instituto de Quimica da UFRGS usando estas resinas na separagéo de

1-84

fendis e cloro-fendis®®*, e compostos organicos em chorume de lixiviado de aterro

sanitario™ .
2.5.2 MICROEXTRAGAO EM FASE SOLIDA — SPME

Na analise de poluentes ambientais volateis, semivolateis, fragrancias e
muitos outros analitos, estes podem ser concentrados através de extragdo liquido-
liquido, purge and trap, headspace ou outras técnicas. Estes procedimentos
requerem excessivo tempo, equipamentos sofisticados ou uso de elevado volume de
solventes organicos. A Microextracdo em Fase Sélida (SPME), € uma técnica de
extracdo por sorgédo/dessorgdo que elimina a necessidade de solvente e manuseio
para a pré-concentracdo de compostos em amostras liquidas ou no headspace® .

O processo de SPME consiste na adsorgéo dos analitos de interesse sobre
uma fibra de silica fundida recoberta com um polimero. Os analitos podem ser
sorvidos diretamente da solugdo ou a partir do headspace. A técnica produz
resultados lineares dentro de uma grande faixa de concentragdo, € compativel com
os injetores de Cromatografia Gasosa e Liquida. A fibra é colocada dentro do injetor

de onde os analitos s&o dessorvidos (termicamente no caso de GC e por solventes

e

&5 88-80

no caso de HPLC) para subseqguente separagédo e analise
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Sen e colaboradores® desenvolveram um método analitico para
determinagdo de dibutilnitrosamina e N-nitrosodibenzilamina em presuntos,
combinando a extracdo prévia com arraste de vapor seguida da SPME com fibra de
poliacrilato, aplicada ao destilado aquoso.

As vantagens desta técnica estdo associadas a inexisténcia de tratamento
prévio da amostra, altissima sensibilidade e auséncia de solventes. A maior
desvantagem da técnica esta na baixa repetibilidade do processo, o que tem limitado

S ae R AR
£5,85,86-20

sua utilizagdo a analises semi-quantitativas
2.5.3 EXTRAGAO LiQUIDO-LIQUIDO - LLE

Este método consiste na distribuigdo diferenciada de um soluto entre dois
solventes ndo misciveis. O grande volume de solvente e o elevado tempo de analise,
consequéncias dos inumeros passos experimentais envolvidos sdo algumas
caracteristicas que depdem contra este método. Acrescente-se a estas desvantagens,
a possibilidade de formagao de emulsdes, fortemente estaveis ,nas amostras de alto
peso molecular’™*'**. Por estas razées, esta metodologia esta sendo substituida por
uma das anteriormente citadas, sendo usada atualmente como método de referéncia

-
82

para fins comparativos™.

2.6 TECNICAS DE ANALISE

As nitrosaminas podem ser quantificadas através de medidas colorimétricas,
onde o conteudo total de nitrosaminas € normalmente expresso em teor de
Dimetilnitrosamina. O método colorimétrico € conhecido como reagdo de Griess,
envolve uma denitrosagdo (quimica ou fisica) da nitrosamina com subseqlente
liberagéo da espécie nitrosante. Esta espécie reage com uma amina aromatica
(sulfanilamida) resultando em um sal de diazénio que reagindo com um segundo
sistema aromatico (N-naftiletilenodiamina) produz um composto cujo maximo de

absorgao ocorre a 540 nm. A reagao esta sumarizada na Figura 9:
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SO,NH, SO;NH>
+ NO, + 2H + 2HP
NH, N2+
SO,NH,
SO,NH, NHCH,CH,NH,

z

+
- O—7
N,

NHCH,CH,NH,

z

Figura 9: Esquema completo da Reacgéo de Griess (Fonte: referéncia 2)

A reacdo de Griess é bastante usada para determinagées em nivel de mg kg™

ou maiores, sua utilidade para analise de tragos € limitada principalmente pela

2 34

interferéncia da matriz****,

A metodologia analitica para determinagdo de nitrosaminas em niveis de
tragos tem tipicamente envolvido o uso do Analisador de Energia Térmica (TEA -
Thermal Energy Analyser) em conjunto com a Cromatografia Gasosa (GC — Gas
Chromatography) ou Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC - High
Peformance Liquid Chromatography)®. O TEA é indicado na literatura como o
detector de escolha para anélise de algumas nitrosaminas em fungdo da sua
elevada especificidade. O composto N-Nitroso dissolvido no solvente adequado é
introduzido dentro de um reator catalitico onde é pirolisado sendo a ligagdo N-NO
rompida com a liberagdo do radical nitrosit (NO'). Este & entdo oxidado com ozdnio
em uma camara de reagdo sob vacuo gerando o Didxido de Nitrogénio (NO,)
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eletronicamente excitado. Quando ocorre o decaimento energético deste composto
voltando ao estado fundamental, é emitida uma radiagéo caracteristica na zona do
infravermelho  proximo. A liberagdo desta energia é conhecida como
quimiluminescéncia e é proporcional a concentragéo do radical nitrosil***. A Figura

10 resume estas etapas:

ﬁL 03 = -hv
RoNNO —— -NO —— NO3 ——» NO,

Figura 10: Reagao de Geracgao de Quimiluminescéncia no TEA (Fonte: referéncia 2)

Detectores fotomultiplicadores captam este sinal cuja intensidade é
proporcional a concentragdo. Entretanto, para operar continuamente, esta técnica
requer alto custo inicial, o uso de fraps resfriados para remog&o do eluente e de co-

2336627

produtos formados durante a pir6lise , além de nao permitir a operagdo com
materiais em fase reversa nem com solugdes tampé&o inorgénicas utilizadas em
HPLC. O processo também apresenta um alto custo de instalagdo e manutengao, é
bastante complexo, possui uso restrito e é suscetivel a muitas interferéncias-. Em
fungdo disto buscam-se métodos alternativos mais simples e mais baratos.

Borghesani e Locatelli® utilizaram a polarografia diferencial para determinagéo
de nitrosaminas em matrizes aquosas obtendo limites de deteccdo entre
5-10 ug Kg™ utilizando SPE com carvao ativo.

Nitrosaminas volateis tem sido identificadas em quantidades abaixo de mg L~
apds separagdo por cromatografia gasosa utilizando detectores seletivos para
nitrogénio, como o Detector Termoidnico de Chama. Os extratos sdo, muitas vezes,
misturas complexas e mesmo apos extensivos processos de clean-up
frequentemente apresentam outros compostos nitrogenados. Muitos destes

apresentardo tempo de retengao caracteristico das nitrosaminas o que no caso do
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uso de detectores seletivos para Nitrogénio pode resultar em falso positivo sendo
necessaria uma confirmagao®.

Outros tipos de deteccdo tém sido investigados como HPLC/UV,
HPLC/deteccao fluorescente, HPLC/MS, GC/FID, GC/NPD, GC/MS. Dos métodos
citados com excecdo da espectrometria de massas, que tem sido utilizada para
confirmagéo inequivoca da estrutura de nitrosaminas, os demais n&o séo seletivos
para a o grupamento N-nitroso?.

Para superar estas limitagdes, pode-se propor a utilizagdo do espectrometro
de massas para identificagido dos compostos através da combinacéo dos tempos de

retencdo obtidos na separagdo cromatografica e dos respectivos espectros de

2.6.1 DISCUSSAO DOS METODOS DE DETECGAO POR ESPECTROMETRIA DE
MASSAS

Os procedimentos com espectrometria de massas utilizados para andlise de
nitrosaminas podem ser divididos convenientemente entre aqueles métodos

baseados em alta e os baseados em baixa resolugéo.
2.6.1.1 ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE BAIXA RESOLUGAO

Espectrometria de massas de baixa resolugéo utiliza o espectro total e esta
comumente baseada na detec¢do de varios fragmentos idnicos produzidos pela
ionizagdo das nitrosaminas. Podem ser monitorados alguns fragmentos de massa
caracteristicos, tornando o método mais seletivo e sensivel. No caso da
Dimetilnitrosamina, por exemplo, o efluente do cromatégrafo & normalmente
monitorado para os fragmentos m/z = 30, 42, 74 sendo o Uultimo o jon molecular. A
confirmag&o da presenga da nitrosamina esta baseada na simultanea ocorréncia
destes fons junto ao tempo de retencdo caracteristico no cromatograma, bem como
as intensidades destes ions no espectro de massas do composto. Porém sabe-se

que nem sempre a coincidéncia das intensidades ocorre, em fung&o da coeluigao de
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alguns compostos que podem apresentar fragmentos comuns (o fragmento m/z 42,
por exemplo, & bastante comum em varios compostos)®*°,

Para dialquil Nitrosaminas de alto peso molecular ocorre uma quebra em
posicéo oo de um grupo alquil, seguida pela perda do HNO. Por exemplo, o espectro
da di-n-propilnitrosamina contém um pico devido ao fragmento i6nico 70 u, formado

conforme a reag&o representada na Figura 115

r
JNNO ——— N=CH + HNO + C,H,
H4C - (CH,);
miz=70u
L

Figura 11: Esquema Geral da Fragmentag&o da di-n-propilnitrosamina
Fonte: referéncia 33

A Figura 12 apresenta os espectros de massas de baixa resolugao, obtidos
com um bombardeio de 70 eV, para algumas das principais nitrosaminas volateis
encontradas em diferentes matrizes ambientais e alimenticias.

Um pico correspondente a m/z 27 pode ser encontrado para as nitrosaminas,
devido ao HCN formado. Com excecdo da Dimetilnitrosamina a maioria das
nitrosaminas apresenta um pico proeminente em M —17 devido a eliminagdo de um
radical hidroxila. A Dipropilnitrosamina apresenta o pico m/z 42, o qual se refere ao
fragmento CH,=N"=CH..

Ja para o caso da Dimetilnitrosamina, o pico mais abundante é o m/z 74 (pico
molecular) seguido pelos correspondentes a M-HNO e M-H,NO (m/z 43 e 42).
Muitas nitrosaminas sofrem uma quebra junto a ligagdo C-N com a formagéo de

33.88

alquil ions e seus produtos de fragmentagao™~.
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Figura 12: Espectros de massas de algumas nitrosaminas de reconhecida

importancia ambiental
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2.6.1.2 ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUGAO

Esta técnica apresenta resultados menos ambiguos para as nitrosaminas do
que a espectrometria de massas de baixa resolugdo. Geralmente os fragmentos
ibnicos sao detectados com precisdo de quatro casas decimais, aumentando
consideravelmente sua sensibilidade e seletividade™*.

Dois procedimentos tem sido descritos: um monitorando o ion NO*, de m/z
29,9980, o qqal é comum a todas as nitrosaminas, ou monitorando o ion molecular
de cada composto em analise. O segundo procedimento & mais sensivel, pois o ion
molecular é, em muitos casos, o pico base ou ao menos apresenta uma substancial
abundancia™®*.

A principal dificuldade associada ao uso da espectrometria de massas de alta
resolugao esta no elevado custo operacional e na alta sensibilidade do equipamento,
que exige um ambiente absolutamente limpo para evitar interferéncias no resuitado

obtido.
2.6.2 ELETROFORESE CAPILAR
2.6.2.1 INTRODUGAO

A eletroforese capilar continua sendo uma area de pesquisa muito ativa no
campo das separagdes. A rapida expansao, tanto do instrumental como das
aplicagbes, tem demonstrado que a eletroforese capilar € mais do que uma técnica
promissora laboratorial. Com o desenvolvimento de técnicas especiais de
eletroforese como Cromatografia Capilar Eletrocinética Micelar (MEKC — Micelar
Electrokinetic Chromatography), e eletrocromatografia capilar, tém aumentado
consideravelmente sua aplicagdo a compostos neutros' %,

As principais vantagens da eletroforese capilar derivam da sua maior
eficiéncia, velocidade, simplicidade e economia, além de oferecer a possibilidade de

miniaturizag&o. Tudo isto justifica os esfor¢cos da pesquisa na area de eletroforese
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capilar'®, Esta técnica uma vez que esta baseada em um mecanismo de separagéo
diferente dos usuais, oferece informacgdes complementares a outros meétodos, e
representa uma alternativa para questdes que a HPLC e GC ndo podem
resolver'®* "%,

A eletroforese capilar envolve um conjunto de técnicas que utilizam colunas
cujo diametro varia entre 20-200 um de diametro interno, que produzem separacgoes
de alta eficiéncia tanto para molécula grandes como pequenas. Estas separagbes
sao facilitadas pelo uso de altas voltagens as quais podem gerar fluxo
eletroosmoético e eletroforético das solugbes do tampédo e espécies ibnicas,
respectivamente, dentro do capilar’®.

A eletroforese capilar oferece um novo formato para cromatografia liquida e
eletroforese que:

— Emprega tubos capilares dentro dos quais ocorre a separagao eletroforética,

- Utiliza campos elétricos muito altos, freqlientemente maiores que 500 V cm™,

- Usa detectores modernos que geram registros na forma eletroferograma,
semelhante a um cromatograma,

— Tem eficiéncia na ordem da cromatografia gasosa capilar ou ainda maior,

-~ Requer diminutas quantidades de amostra (nano litros),

~ E facilmente automatizavel para andlises quantitativas precisas e facil uso,

— Consome menores quantidades de reagentes quando comparadas a HPLC

— E aplicavel a uma grande quantidade de analito comparado a outras técnicas
de separacao analitica.

A configuragdo instrumental basica da eletroforese capilar é relativamente
simples. Tudo que é necessario € um capilar de silica fundida o qual deve estar
cheio com uma solugdo de um eletrdlito, com uma janela para leitura éptica, uma
fonte controlavel de alta voltagem, dois eletrodos, dois reservatérios de solugéo
tampao e um detector de UV. A extremidade do capilar & colocado em um
reservatorio de solucdo tampao. A janela no capilar, para leitura optica, deve estar
alinhada com o detector. A Figura 13 apresenta um esquema bdsico com as
principais partes do equipamento’*>%,
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-- -----ffx‘?.z{‘?: Tampdo
:
Anodo ' Amostra Catodo
Recipiente Inicial Recipiente Final

J[Gemtx‘or de VOMgQM}

Figura 13: Esquema geral do equipamento de eletroforese capilar (Fonte:
Referéncia 106)

Considere-se a analise de uma amostra constituida por uma mistura de
moléculas neutras e carregadas eletricamente e que estas moléculas carregadas
(ions) tenham diferentes carga e tamanho.

Colocando-se a amostra no recipiente anddico e aplicando um campo elétrico,
os ions da amostra tender&o a migrar através do capilar, a diferentes velocidades e
direcdes, até chegarem ao extremo catodico onde se encontra o detector. Os cations
migrar&o até o eletrodo com carga negativa (catodo) e os ions negativos migrarao
até o eletrodo positivo (anodo).

As velocidades de migragdo dependerdo da razdo carga/tamanho. Um ion
pequeno migrara mais rapido que um ion maior com a mesma carga. As moléculas
neutras nao serdo influenciadas pelo campo elétrico’ %",

Esta migracdo das espécies no interior do capilar € regida por dois

fendmenos, concomitantes chamados eletromigracéo e eletroosmose’*"%~.
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2.6.2.1.1 Eletromigragao

Sob influéncia de um campo elétrico, cada uma das espécies que formam a
amostra migrara a diferentes velocidades através da solugdo tampdo que se
encontra dentro do capilar. A esta velocidade se denomina velocidade eletroforética

(ve) € se calcula pela seguinte equacao:

Ve=ue X E

Onde: E = campo elétrico e

e = Mobilidade eletroforética.

Se o capilar utilizado para separagdo tem um comprimento total Lt e um

comprimento efetivo até o detector Ld, o campo elétrico aplicado estara relacionado

com a voltagem e o comprimento do capilar pela equagdo E = V/Lt. Portanto as

unidades s3o0 Volt cm™ e a velocidade eletroforético podera ser calculada'®""°.

A separacdo das espécies carregadas € atingida gracas as diferengas nas
velocidades eletroforéticas de cada uma das espécies, e estas estdo em relagédo

com seu tamanho, assim a mobilidade eletroforética € dada por:

Le = q/6tnr

Onde: q = carga do soluto
1 = viscosidade da solugao
r =raio
As unidades da mobilidade sdo cm® V's™?. Pode-se observar que quanto

maior para a relagdo carga/tamanho, quer dizer q/r, maior sera a mobilidade
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eletroforética. As moléculas pequenas com grande carga se moverao mais rapido
através do capilar, do que as moléculas de menor carga. Assim também se deduz
gue moléculas neutras com carga igual a zero terdo mobilidade eletroforética igual a

Zero‘: gg-11 O.

2.6.2.1.2 ELETROOSMOSE

Sob a influéncia de um campo elétrico observou-se que além das espécies
carregadas que constituiam as amostras, as espécies neutras e a solugao tampao
também se moviam através do capilar. Este movimento se deve a existéncia de um
outro fendmeno de transporte denominado eletroosmose.

A eletroosmose € um fendmeno basico em todos os processos de separagcao
eletroforética e se pode definir como sendo, 0 movimento relativo de um liquido com
respeito a uma superficie carregada, sob agdo de um campo elétrico. Este
movimento & o que se conhece como fluxo eletroosmético’ "7,

A magnitude do fluxo eletroosmético depende da composicao do capilar e da
natureza da solu¢ao dentro do capilar.

Quando se coloca uma solugéo tampao dentro de um capilar, a superficie
interna do capilar adquire cargas. Isto pode ser devido a ionizac&o da superficie do
capilar ou a adsorgéo de ions da solugdo tampéo sobre a superficie do capilar, uma
vez que o fluxo eletroosmético tem sido observado tanto em tubos de teflon como
em capilares de silica fundida.

Como o sistema de separagdo (capilar/solugdo tampao) tem de ser
eletricamente neutro, a solugdo tampao devera comportar-se em conjunto como se
tivesse a mesma carga e sinal contrario a parede do capilar.

Os capilares de silica, que sdo os mais utilizados em eletroforese,
apresentam grupos silandis (SiOH) na sua superficie que se ionizam, gerando
grupos que podem estar carregados positivamente (SiOH,") ou negativamente (SiO")
ou ainda podem ser neutros (SiOH) dependendo do pH da solugéo de eletrélito que

os rodeia. A Figura 14 apresenta os mecanismos envolvidos:
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SI0H+ HY =— SiOH,"
S10H — SO +H

Figura 14: Mecanismo de lonizagdo dos grupos silandis  (Fonte: referéncia 102)

Em pH menor ou igual a 2,5 a carga € aproximadamente zero o que faz com
que o fluxo eletrosmético seja quase inexistente.

Em geral, para garantir a carga negativa das paredes do capilar, aumenta-se
a ionizagdo passando solugdes alcalinas como as de NaOH ou KOH através do
mesmo antes de introduzir a solugéo tampao'* %2

As cargas negativas dos grupos silandis atraem as cargas positivas da
solugdo tampao formando uma capa inerte de cations na parede do capilar,
fortemente unida a este, que se denomina camada fixa. Como estes cations néo tem
densidade de carga suficiente para compensar todas as cargas negativas, uma
segunda camada se adere, a qual, por estar mais distante dos grupos silandis, est4

menos fortemente unida aos grupos silandis e € chamada camada movel. Estas

duas camadas formam a dupla camada difusa de cations conforme esquema

apresentado na Figura 15.

Parede do capilar
" . . s
Sll Si Si Si

Fa kY "
+! Plano de Corte s — — - — = oo oo (-

R—

AR0do compgy mivet + S I R ey Catodo
i~

i fluxo eletroosmotico
¥

Figura 15: Esquema geral da geragao do fluxo eletroosmético no interior do capilar
de silica (Fonte: referéncia 102)
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Quando se aplica um campo elétrico, a camada moével se vé impulsionada até
o catodo e como os céations estdo solvatados arrastam com eles o conjunto da

~ . 24100 110-112
solugao, causando assim o fluxo eletroosmético ™

Logo o fluxo eletrosmético se deve a formagédo da dupla camada elétrica.
Entre as duas camadas existe um plano de corte no qual se cria uma
descompensacao elétrica, que é a diferenga de potencial elétrico entre as duas
camadas e é definido como potencial Zeta (), cujo valor € dado pela seguinte

equacao:

£ =4ndple

Onde: 8 - espessura da dupla camada
p - Carga por unidade de area de superficie
€ - Constante dielétrica da solugao tampao

A caracteristica mais importante do fluxo eletroosmoético em um capilar & que
seu perfil de velocidade € quase plano, diferente dos sistemas conduzidos por
pressd@o. A comparagao entre os dois perfis esta apresentada na Figura 16. Nestes,
como ocorre em cromatografia liquida de alta resolugdo, as forgas de friccdo entre
sélido e liquido dao lugar a perfis de fluxo parabdlicos, existindo um gradiente de
velocidade que & maior no centro e menor nas proximidades das paredes**"'*"' "%,

O fato de que o fluxo eletroosmético tenha um perfil quase plano € muito util
uma vez que significa que todas as moléculas de um mesmo composto,
independentemente de sua posi¢do na segao do capilar, vao apresentar a mesma
velocidade e eluirdo juntas, produzindo picos mais estreitos e aumentando a

108

eficiéncia’ ™.
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Figura16: Esquema simplificado do Fluxo laminar(a) e do Fluxo parabdlico (b)

(Fonte: referéncia 102)
2.6.2.2 TIPOS DE ELETROFORESE

A eletroforese Capilar compreende uma familia de técnicas que tem
caracteristicas operacionais € de separagéo dramaticamente diferentes. As técnicas
sdo: Eletroforese Capilar de Zona, Enfoque Isoelétrico, Eletroforese Capilar em Gel,
Isotacoforese, Cromatografia Capilar Eletrocinética Micelar'®.

Quando se trabalha com moléculas grandes, tais como acidos nucleicos, suas
mobilidades eletroforéticas podem ser muito similares, e a eletroforese capilar na
sua forma mais simples, € frequentemente, insuficiente para uma resolugéo
adequada, neste caso, as separagbes s&o conduzidas em capilares recheados com
gel, sendo o tamanho de cada analito decisivo no processo de separagao uma vez
que este gel funciona como uma peneira, provocando a separagdo, durante a
migracéo em diregéo ao detector .

Separacbes eletroforéticas altamente eficientes podem ser obtidas pela
adicdo de substancias seletivas quirais dentro do eletrdlito. A utilizagdo de
ciclodextrina (CD) & um exemplo disto’ .

A eletrocromatografia capilar, que corresponde a um hibrido entre eletroforese

103,105,108

e HPLC tem sido bastante usada nos ultimos anos Nesta técnica, o
equipamento de eletroforese capilar € utilizado para gerar um sistema de separagao
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como em HPLC. Os capilares possuem uma fase estaciondria e a aplicacdo da
voltagem resuita no fluxo eletrosmético, bombeando a fase mével através do capilar.
Como neste trabalho foi usada a Cromatografia Capilar Eletrocinética Micelar,

esta modalidade sera discutida em maiores detalhes a seguir.

2.6.2.2.1 CROMATOGRAFIA CAPILAR ELETROCINETICA MICELAR (MEKC -

Micelar Electrokinetic Chromatography)

Esta técnica é talvez 0 mais intrigante modo de eletroforese capilar e € usada
para determinacdo de moléculas neutras. Consiste na utilizagédo de micelas de
surfactante idnicos que constituem uma fase para separagao eletroforética, podendo
separar substancias neutras. O uso de surfactantes formadores de micelas, pode
dar origem a separagdes que reunem os beneficios da cromatografia liquida em fase
reversa com os beneficios da eletroforese capilar’*>*"“. A Figura 17 apresenta um

esquema dos processos envolvidos durante a separag¢ao no interior do capilar.

"Fluxo eletroosmétic>

-0 -

O~ SDS -

micela - SDS

@ Analito -

Figura 17: Esquema geral do processo de separagdo por cromatografia capilar
eletrocinética micelar Fonte: referéncia 113
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2.6.2.2.1.1 MICELAS

As micelas sdo agregados anfifilicos que se formam a partir de uma

concentracdo caracteristica denominada de concentracdo micelar critica (CMC). A
producao da agregagao se deve a existéncia de um grupo de “cabega’, polar, unido
a uma “cauda” apolar. Estes agregados encontram-se em equilibrio dindmico com as
moléculas ou ions individuais, a partir das quais as micelas se formam. Dependendo
da natureza do grupo de cabega polar, os surfactantes podem ser classificados em:
catidnicos e anidnicos, zwiteridnicos e ndo idbnicos. As chamadas micelas normais
sd0 aquelas que apresentam o grupo orientado para fora'*®**°.

Quando um surfactante aniénico tal como o dodecil sulfato de sédio (SDS —
Sodium Dodecyl Sulphate) é empregado, a micela migra em diregdo ao eletrodo
positivo pela eletroforese. O fluxo eletroosméltico transporta o volume da solugdo em
direcdo eletrodo negativo. Este fluxo eletroosmoético é comumente maior que a
migracao eletroforética da micela sob condigbes neutras ou alcalinas.

Consequentemente a micela aniénica também viaja em diregéo ao eletrodo negativo

P
14

com uma velocidade retardada’'®***.

Quando um analito neutro é injetado dentro de uma solugdo micelar, uma
fragdo desta € incorporada no interior da micela e migra com a velocidade da micela.
A fragdo remanescente do analito permanece livre da micela e migra com a
velocidade do fluxo eletroosmético’ '™ ',

A velocidade de migragdo do analito depende do coeficiente de distribuigdo
entre a fase micelar e a nao micelar (aquosa). Um analito neutro deve migrar com
uma velocidade entre a do fluxo eletroosmético e a da micela.

A micela funciona como uma pseudofase estacionaria, assim podemos definir

P>y

o fator de capacidade (K’) similar ao de cromatografia'®**'%**:
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K’= Nme/Nag

Onde nmc € Nyq Sa0 as quantidades de analito incorporado na micela e na fase

aquosa. Pode-se obter a relagéo entre K'e tempo de migragdo como:

1+ K.t
Tr=

1+ (to/tme)-K’

O tempo de migragdo do analito € igual a ty quando K’=0, ou seja, quando o
analito ndo interage com a micela e o tempo de migragdo torna-se igual a tmc
quando o analito é totalmente incorporado na micela. Define-se assim a janela de
tempo de migracdo como o intervalo de tempo entre to€ tme’ .

A concentrag@o do surfactante deve ser relativamente mais alta que a sua
concentragdo micelar critica. A Tabela IX apresenta alguns exemplos -de

108-110,114

surfactantes e valores de concentracao micelar critica (CMC)

Tabela IX: Concentragao Micelar Critica para alguns dos surfactantes mais usados

CMC(25 °C) )
Surfactante . Numero de agregacgéo
103 Mol L~
Dodecil sulfato de sédio 8,1 62
Tetradecil sulfato de soédio 2,1(50°C) 138°
Dodecanossulfonato de sédio 40 40

®em 0,170 Mol L' de NaCl
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2.6.2.3 CONDIGOES DE OPERAGAO A SEREM OTIMIZADAS

Um dos principais requisitos da eletroforese capilar é detalhar totalmente os
parametros de operagdo de um procedimento método analitico. Os detalhes deste
método podem ser gravados em um microcomputador, que controlara o
equipamento de eletroforese capilar e seu auto-amostrador. Dentre os parametros a
serem detalhados destaca-se o tipo de capilar, a temperatura, o comprimento de
onda para registro, os modos de injec&o e a voltagem de separag&o, bem como a

otimizag&o do tampao.

2.6.2.3.1 O CAPILAR

Os capilares sdo, basicamente, feitos de silica fundida podendo apresentar
diferentes revestimentos internos como forma de modificar o fluxo eletroosmético e
aumentar a seletividade de determinado metodo. O diametro interno do capilar deve
ser especificado porque suas dimensdes afetam varios fatores inciuindo,
sensibilidade, volume injetado por segundo, corrente gerada durante a separai;éo.
Ambas, distancia total do capilar e distancia ao longo do capilar na qual a detecgao é
conduzida, também devem ser definidas. Alguns capilares tém a zona de deteccéo
modificada (como uma bolha) e isto devera vir indicado. E essencial apresentar as
especificagbes completas da preparagdo e composicdo do eletrélito, bem como o
tratamento inicial e tratamento para armazenar o capilar. Os capilares comumente
utilizados apresentam um diametro interno de 25 a 75 um por 20 a 75 cm de
comprimento e o material do capilar € a silica fundida devido a sua transparéncia ao
ultravioleta, durabilidade e valor de potencial zeta™*""*.

Um capilar novo deve ser condicionado antes de ser utilizado, para isto lava-
se em um primeiro momento com HCL 5 minutos 1 mol L seguido de NaOH 0,1
mol L por 10 minutos, com &gua por 5 minutos e com o tamp&o por mais 10
minutos. Este procedimento de condicionamento € importante para assegurar que a
superficie interna do capilar esteja total e uniformemente carregada. Em alguns

casos componentes da amostra tais como proteinas podem ser adsorvidos na
45

PEDRO JOSE SANCHES FILHO



NITROSAMINAS ~ REVISAO DA LITERATURA

parede do capilar, causando trocas na seletividade em niveis variaveis de fluxo
durante as injecdes. Nestes casos € necessario regenerar a superficie do capilar
entre as analises, pela passagem de NaOH 0,1 mol L' e, em casos extremos, com
NaOH 1 mol L. Uma vez que a solugdo micelar apresenta uma condutividade
relativamente alta, um capilar com pequeno diametro é favoravel para evitar o
excessivo efeito Joule. A distancia ndo € téo critica, mas capilares demasiadamente
longos resultam em tempos de analise também demasiadamente longos. Quando se
utilizam capilares com grande didmetro aumenta-se a capacidade de amostra,

108-111

porém um eficiente resfriamento do capilar é exigido .
2.6.2.3.2 VOLTAGEM APLICADA

Tanto a velocidade eletroosmética como a eletroforética sao diretamente
proporcionais a forca do campo, logo o uso de voltagens mais baixas resultara em
tempos de analise mais longos. A teoria prediz que tempos de separagao curtos
produzirdo altas eficiéncias, uma vez que a difusdo é um dos fatores mais
importantes para o alargamento dos picos. O valor da voltagem limitado pelo efeito
Joule. Experimentalmente a voltagem o6tima é determinada pela repeticdo de

analises de um padrdo em voltagens crescentes até perda da resolugdo™ "',

2.6.2.3.3 TEMPERATURA

A temperatura afeta o volume de injecéo, tempos de migrac@o e o nivel de
corrente gerada, assim o analista deve manter fixo 0 seu valor durante as operacgdes
de rotina.

Para analitos pequenos, trocas na seletividade com a temperatura originam-
se a partir de efeitos secundarios nas propriedades dos analitos, tais como
solvatacao, pKa, e equilibrios com os agentes de interacdo (SDS, CD). Para
moléculas grandes a seletividade pode ser fortemente influenciada pelo efeito da

temperatura na conformag&o dos compostos, por exemplo, 0 DNA™>"*",
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2.6.2.3.4 O ELETROLITO SUPORTE — SOLUGAO TAMPAO

A otimizacgdo do eletrélito suporte que constituira “a fase mével” do processo
de separagdo é um dos passos mais importantes no desenvolvimento de um
procedimento eletroforético. Busca-se o sistema de separagdo mais simples
possivel, pois sdo mais faceis de desenvolver e reproduzir, mais estaveis, e mais
faceis de modificar no caso de amostras reais'® %" .

O sistema de separagdo deve apresentar concentragées moderadas na
ordem de 5 a 50 mMol L™. Tampdes muito concentrados, com altas condutividades
elétricas podem gerar grandes quantidades de calor no interior do capilar, o que
pode interromper a corrida ou alterar os efeitos de interagdo entre os agentes de
seletividade e o analito. Por outro lado a capacidade de tamponamento de solugdes
muito diluidas é baixa. E recomendavel que o sistema gere correntes menores que

75 uA, preferencialmente, 50 pA*® ",
2.6.2.3.5 pH

O primeiro agente de seletividade para considerar € o pH, muitos analitos sdo
bases, acidos ou anfélitos, assim seus valores de pKa controlam sua mobilidade. A
seletividade baseada no pH esta também relacionada com controle do fluxo
eletroosmético, conforme ja referido anteriormente no item 2.6.2.1.2. O pH influencia

AN ANA A a4
105,108-1 11

as interagbes dos analitos com outros constituintes do tampao

2.6.2.3.6 ADIGAO DE SOLVENTES ORGANICOS

Solventes organicos como acetonitriia ou metanol sdo frequentemente
adicionados ao tampéo entre 5 e 10%. O objetivo é, principalmente, aumentar a
solubilidade do analito, mas a seletividade também pode ser afetada, isto & mais
comum quando agentes de interagdo, como as ciclodextrinas, estao presentes. De

~A <2

maneira geral os solventes organicos retardam o fluxo eletroosmético*™ "
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2.6.2.3.7 AGENTES DE INTERAGAO — CICLODEXTRINAS (CD)

As ciclodextrinas (CD) sao oligossacarideos ciclicos, consistindo em seis,
sete ou oito unidades de glicose, recebendo os nomes «a, B e & ciclodextrinas,
respectivamente.

A cavidade interna da CD tem carater hidrofébico, o que a torna capaz de
formar complexos com grupos aromaticos e alquilicos. O aumento da seletividade
devido ao uso de ciclodextrinas se atribui, normalmente, a sua habilidade para incluir
seletivamente uma grande variedade de moléculas organicas e inorganicas, além de
jons, em sua cavidade hidréfoba’ '°.

A estabilidade do complexo de inclusdo dependera de fatores como as pontes
de hidrogénio, interagbes hidrofébicas, efeitos do solvente, tamanho e forma da
molécula. As CD sao originalmente neutras e sua parte externa € hidrofilica, portanto
pode-se assumir com seguranga que as ciclodextrinas nao interagem com as

micelas quando utilizadas em Cromatografia Capilar Eletrocinética Micelar'*“" <. .

2.6.2.3.8 INJECAO

O método mais comumente usado para a injegdo da amostra € por presséo
diferencial. Neste método uma pressdo positiva ou negativa € exercida dentro do
recipiente da amostra o que faz com que a amostra seja empurrada ou drenada,
respectivamente, para dentro do capilar. O volume injetado é dependente do tempo

e do nivel de diferenga de pressao, conforme pode ser visto na Figura 18B.
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c
Pressao

o~

amostra '~  tampao amostra tampao amostra

Figura:18: Tipos de injecdo em eletroforese capilar (A) Injecdo Eletrocinética, (B)

Injecéo por Pressao e (C) Injeg¢ao por Sifonagem.

Por sifonagem (Figura 18C), o capilar € mergulhado dentro da solugdo da
amostra e € mecanicamente levantado resultando em um fluxo de sifonagem
causado por gravidade. O volume injetado assim é dependente do tempo de
amostragem e da diferenga de altura entre as estremidades do capilar. Os volumes
injetados por ambos, pressdo e sifonagem, sdao também dependentes da
viscosidade da amostra. Os volumes tipicos de inje¢cdes hidrodinamicas estdo na
faixa de 10 a 50 nL"™"**,

Na injegao eletrocinética, representada na Figura 18A, o analista coloca o
capilar e o eletrodo na solugdo da amostra e aplica uma voltagem, os constituintes
da amostra entram no capilar em fungcdo da sua carga idnica, sendo varridos pelo
fluxo eletroosmaético para dentro do capilar. Consegientemente o nimero de ions
que entram no capilar € dependente de uma grande variedade de fatores, tais como
nivel de polaridade e durag&o de voltagem aplicada, pH do eletrélito, dimensdes do

capilar, carga idnica do soluto e viscosidade da amostra. Todos este fatores levam a

IR ]
110-113

uma injecdo mais seletiva :
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2.6.2.4 ELETROFORESE CAPILAR NA ANALISE DE NITROSAMINAS

Para separacdes de compostos hidrofilicos, de baixo massa molecular,
neutros e polares, como as nitrosaminas, existe a necessidade de desenvolver
técnicas que aumentem a seletividade. A principal razéo é que estes compostos nao
interagem fortemente com os surfactantes mais comuns utilizados em cromatografia
capilar eletrocinética micelar, como dodecil sulfato de sédio (SDS) ou outros
modificadores dos tampées, como as Ciclodextrinas' ™.

Existe um grande numero de métodos ja bem estabelecidos para separagéo
de uma grande variedade de analitos, entretanto muitas classes de compostos,
como as nitrosaminas, necessitam de maiores estudos para que suas separagdes
sejam atingidas em equipamentos comerciais'™>. A eletroforese capilar representa
uma alternativa para analisar diretamente amostras aquosas, as quais ndo podem
ser analisadas quando se usa a cromatografia gasosa.

Ng et al'*®''* descrevem a separacéo de nitrosaminas com o uso da MEKC e
usando uma combinacgdo de capilares de silica e por¢des de capilares contendo
fases estacionarias, conectados entre si, obtendo significativa melhora . na
seletividade na separagao para diferentes fases.

Janini et al’*® investigaram a separacdo de um grupo seleto de nitrosaminas
heterociclicas por Eletroforese Capilar. Trabalhando em baixas temperaturas,
melhoraram a resolug&o obtendo separag¢des dos conférmeros SIN e ANTY.

2.7. PROPOSTA DE TRABALHO

O presente trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de metodologia
analitica para determinag&o de nitrosaminas em produtos carnicos tratados com
nitritos. Para tanto utilizamos amostras aquosas sintéticas (misturas padréo) e

amostras de salsichas enlatadas obtidas comercialmente.
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O procedimento desenvolvido faz uso de extragdo a vacuo com arraste de
vapor para separar inicialmente os analitos da matriz sélida. Para pré-concentracao
e clean up dos destilados utilizamos a Extracdo em Fase Sélida com carvao ativo
(em pd e granular) e resina XAD-4. As técnicas analiticas usadas sdo a
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas de baixa resolugéo e
um novo procedimento analitico por Cromatografia Capilar Eletrocinética Micelar —
MEKC utilizando capilares de silica em equipamentos comerciais, expandindo as

aplicacbes destes.
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3 - PARTE EXPERIMENTAL

3.1 REAGENTES

Todos os reagentes utilizados foram grau analitico ou superior, fornecidos por
Fluka e Sigma-Aldrich.

Os solventes usados foram de grau p.a., Merck ou similar, bidestilados e
avaliados cromatograficamente.

Para o desenvolvimento do método eletroforético foram utilizados
dihidrogenofosfato de sédio dihidratado, tetraborato de sodio decahidratado,
y-ciclodextrina (CD), dodecil sulfato de sédio (SDS), hidréxido de sédio, acido
cloridrico e acido fosférico.

No processo de extragéo a vacuo por arraste de vapor, utilizamos cloreto de
sédio e carbonato de potassio. Sulfato de sédio anidro, purificado em forno mufla a

300 °C, foi empregado para secar os extratos organicos.
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3.1.1 ADSORVENTES

Para extragdo em fase sdélida e pré-concentragdo dos analitos a partir de
amostras aquosas foram usados o carvao ativo (em pdé e granular) e a resina

Amberlyst XAD-4™. Estes dois adsorventes foram adquiridos da Sigma Aldrich.
3.1.1.1 CARVAO ATIVO (CA)

O carvado ativo (em p6 100 — 400 mesh e granular 8 — 20 mesh) foi
previamente extraido por 24 horas em Soxhlet com diclorometano e seco em estufa
a 105 °C. Para controle da limpeza dos adsorventes foram realizados testes em
branco com agua bidestilada. Para os testes em branco usou-se 1 g do carvao ativo
e 25 mL de agua bidestilada. A adsor¢do do CA em pd foi feita por agitagéo
(processo em batelada) de 1 g do adsorvente, durante 45 minutos, com os 25 mL de
agua bidestilada. Enquanto que para o CA granulado usou-se 0 empacotamento de
1 g do adsorvente em uma coluna de vidro com 20 cm de comprimento por 1,1 cm
de diametro, sendo os 25 mL de agua percolados através da coluna. A seguir,- em
ambos os casos, dessorveu-se os analitos do CA com 10 mL de acetona e 10 mL de
diclorometano, sendo estes concentrados em banho de gelo a 1 mL, secos em

sulfato de sddio anidro e cromatografados.
3.1.1.2 RESINA XAD-4

Para purificagdo e avaliagéo da resina XAD-4 (20-50 mesh, superficie ativa de
750 m? g, diametro médio de poro de 50 A) foi utilizada a técnica descrita por
pissolato ®'. A resina macroreticular XAD-4 foi pré-purificada via refluxo em Soxhlet
com acetona (5 horas), com metanol (5 horas) e ainda com diclorometano (5 horas)
e finalmente seca em forno a temperatura de 80 °C por 3 horas. Neste procedimento
de purificagao, 1 g da resina foi condicionada com agua destilada e disposta em uma
coluna de vidro (25 cm x 1,1 cm). Fez-se passar 10 mL de diclorometano (DCM)

bidestilado com fluxo de 5 mL min™, este foi recolhido, seco com 6 g de sulfato de
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sédio anidro, concentrado até 1 mL e cromatografado, para verificar a pureza da

resina.
3.1.2 PADROES

Os padrées foram escolhidos a partir da listagem dos poluentes organicos
prioritarios da US-EPA (Agéncia de Protecdo Ambiental Americana).

Os padroes de nitrosaminas (99,99% de pureza) estudados foram:
dimetilnitrosamina (DMN), dietilnitrosamina (DEN), metiletilnitrosamina (MEN),
dipropilnitrosamina (DPN), dibutilnitrosamina (DBN), N-nitrosomorfolina (NMOR) N-
nitrosopirrolidina (NPIR), N-nitrosopiperidina (NPIP) e, como padrao interno, usou-se
uma solugdo de bifenila. Os compostos e suas formulas estruturais estéo
apresentados na Tabela X. /

Solugdes estoques a 1000 mg L' de cada analito foram preparadas em

metano! e mantidas no escuro em refrigerador a 4 °C.

3.2 EQUIPAMENTOS
3.2.1 EXTRAGAO

Para destilagdo a vacuo com arraste de vapor das amostras sélidas e liquidas

foi usado um rotavapor Eyela NE-1.
3.2.2 ANALISE POR CROMATOGRAFIA GASOSA

3.2.2.1 CROMATOGRAFIA GASOSA COM DETECTOR POR IONIZAGAO EM
CHAMA (GC-FID)

Foram usados dois cromatdgrafos: HP 5890 - série Il, com uma coluna DB-5
(30 m x 0,25 mm x 0,25 um), e Shimadzu GC 17 A com uma coluna HP-1 (30 m x
0,25 mm x 0,25 um).
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Tabela X: Nitrosaminas usadas como padrdes neste trabalho

Nome Simbolo formula Massa formula estrutural
molecular
molecular
Dimetilnitrosamina DMN C2HeNNO 74 (CH3).NNO
Metiletiinitrosamina MEN CsHsNNO 88 (CH3)(CH3CH2)NNO
Di-n-propilnitrosamina DPN CeH14aNNO 130 (CH3CH2CH2)2NNO
Dietilnitrosamina DEN C4H1oNNO 102 (CH3CH2):NNO

N-nitrosopirrolidina NPIR CsHsNNO 100 C

Di-n-butilnitrosamina DBN C3H18NNO 158 CH3CH2CH2CH2 2NNO

N-nitrosomorfolina NMOR  C4HsN20: 116 -NO

N-nitrosopiperidina NPIP CsHeNNO 114 { N—

3.2.2.1 CROMATOGRAFIA GASOSA COM DETECTOR DE ESPECTROMETRIA
DE MASSAS (GC-MSD)

Foi usado um equipamento Shimadzu QP5050A, com dois tipos de coluna
HP-1 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) e Carbowax 20 M (30 m x 0,25 mm x 0,25 um).
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3.2.3 ANALISE POR MEKC

Os experimentos foram conduzidos em um equipamento de eletroforese
capilar Beckman P/ACE 5500 CE Instruments com detector de arranjo de diodos.
Usou-se um capilar de silica para separag¢ao e quantificagéo dos analitos. O sistema
compreende uma fonte geradora capaz de produzir de O a 30 kV e o software PACE
para o processamento e registro dos dados. O capilar utilizado (silica fundida) foi
obtido da Beckmanl instruments (Fullerton, CA, USA).

3.3 AMOSTRAS

3.3.1 AMOSTRAS SINTETICAS

Foram usadas solugdes aquosas de padrées de nitrosaminas (10 a
1200 ug L™, preparadas a partir de diluicdes da solugdo estoque com agua
ultrapura (MILI Q- System millipore, bedford, M A).

3.3.2 AMOSTRAS REAIS

As amostras usadas foram salsichas enlatadas (comerciais), sendo analisado
o liquido de conserva e a massa da salsicha

Amostra A — Salsicha de marca brasileira, adquirida, aleatoriamente, em
supermercados na cidade de Porto Alegre/RS/Brasil.

Amostra B — Salsicha de marca espanhola, adquirida, aleatoriamente, em

supermercados na cidade de Cérdoba/Espanha.
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3.4 OTIMIZACAO DAS CONDIGOES PARA ANALISE CROMATO-
GRAFICA DOS EXTRATOS

Para otimizacdo das condigbes de analise (temperatura de vaporizador e
detector, modo de injecdo, programagio do forno) no sistema GC/FID, utilizou-se
uma solugdo padrdo a 20 mg L contendo 8 nitrosaminas padrées (DMN, MEN,
DEN, DPN, NMOR, NPIR, NPIP e DBN).

A partir da solucdo estoque (1000 mg L™) da mistura padrdo de nitrosaminas,
foram preparadas solu¢des em Diclorometano a 5, 10, 15, 20, 25 e 30 mg L. Todas
receberam 20 mg L' de bifenila (padrao interno) em diclorometano e foram
cromatografadas. Foram construidas curvas de calibragao registrando a area relativa
de cada composto (AR) a qual representa a razao entre a area do analito e a area
do padrao interno.

Para otimizagao das condi¢gbes de analise no sistema GC/MSD, foram usadas
solugdes de nitrosaminas padrdes, em DCM, na faixa de concentragéo de 250 pg L™
a 30 mg L com 20 mg L' de padrao interno, trabalhando em modo SCAN e SIM.
Foram construidas curvas de calibragéo registrando a razéo de area do analito/area
do padrdo interno, no intervalo de 0,50 a 10 mg L' Cada ponto da curva
corresponde ao valor meédio obtido a partir de, no minimo, trés medidas de areas
independentes.

Os extratos foram cromatografados de acordo com as condigdes
estabelecidas na Tabela XI.

O limite de detecgcado (LD) foi calculado pelo uso de trés vezes o desvio
padrao do coeficiente linear dividido pelo coeficiente angular, enquanto que o limite
de quantificacdo (LQ) foi calculado pelo uso de 10 vezes o desvio padrdo do
coeficiente linear dividido pelo coeficiente angular®.

Para avaliagéo da precisdo através do calculo do % RSD utilizou-se uma
mistura padréo (DMN,MEN, DEN,DPN NMOR, NPIR, NPIP e DBN) a 5 mg L™ que foi

injetada 11 vezes.
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Tabela XI: Condi¢bes cromatograficas aplicadas aos extratos analisados

condigdo GC/FID GC/FID GC/MSD
coluna HP-1 DB-5 HP-1 CARBOWAX 20M
Tiniical 35°C 40°C 35°C 35°C
tiniciai 3 min 2 min 3 min 3 min
condigdes | velaquec(1) 5 °C min-’ 5 °C min"’ 5°C mint 5°C min-*
de aque- | Trnai(1) 70°C 75°C 70°C 70°C
cimento | velaguec(2) 15°Cmint | 15°Cmin' | 15°C min-! 15 °C min-!
dacoluna |Tg.(2) 200°C 225°C 200°C 200°C
tinal (Min.) 10 min 5 min 10 min 10 min
Temperatura do injetor 200°C 200°C 150 °C 150 °C
Temperatura do detector 250°C 250°C 250 °C 200°C
gas de arraste (fluxo) Hz (1 mL min-1) He (1 mL min-")
modo de inje¢ao splitless splitless split (1:20)
volume injetado 1,0 uL 1,0 uL 1,5 ul
modo de ionizaggo | | ----- impacto eletrénico com 70 eV
. T T N BT TP m/e = 74, 88, 100, 102, 114, 116,
ions analisados (modo SIM) 130, 154, 158

3.5 DESENVOLVIMENTO DO METODO MEKC

3.5.1 PREPARO E CONDICIONAMENTO DO CAPILAR

O capilar de silica fundida (50 cm x 75 um) foi construido conforme as
indicacdes do equipamento. O novo capilar (antes do primeiro uso ) foi submetido a

um ciclo de lavagens padrdo com HCI 1 mol L™ por 5 min, seguido de NaOH

0,1 Mol L™ por 10 min e com agua ultrapura por 5 min.

Para o trabalho, o capilar foi condicionado diariamente por passagem de agua
ultrapura (5 min) seguido de uma solugdo recentemente preparada de NaOH
0,1 Mol L (5 min), agua ultrapura (5 min) e tampao recentemente preparado

(20 min). Tanto o tamp&o como o NaOH, foram filtrados com filtro de nylon

(0,45 um).
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Apds as andlises, o capilar foi enxaguado com agua ultrapura (5 min) e
passou-se uma corrente de N, para retirar os residuos do tampao antes da

estocagem.

3.5.2 OTIMIZAGAO DAS VARIAVEIS QUIMICAS

3.5.2.1 O TAMPAO

Os primeiros experimentos foram conduzidos com o tamp&o e as condi¢des
instrumentais utilizados por Ng e colaboradores'’>. A Tabela Xl apresenta um
paralelo entre condigbes utilizadas por Ng e colaboradores e as condigdes iniciais
utilizadas neste trabalho. A grande diferenga € que neste trabalho foram utilizados
um equipamento comercial e apenas o capilar de silica sem nenhum recobrimento

em seu interior.
3.5.2.2 VARIAVEIS ESTUDADAS

As variaveis estudadas foram: pH (de 4,0 a 6,6), concentragdo de SDS (de 40
a 80 mMol L") e concentragdo de y-CD (de O — sem adigéo de CD — a 20 mMol L™).
A Tabela Xlll apresenta a constituigdo dos diferentes tampdes estudados. Os
tampdes foram preparados por dissolugdo de reagente com agua ultrapura em
banho de ultra-som. O pH foi corrigido com acido fosforico.

Para desenvolvimento da metodologia foram preparadas amostras aquosas
sintéticas. Previamente a cada amostra eram analisados dois brancos. O primeiro
corresponde a agua MILIQ e o segundo com agua MILIQ + 5 % de metanol. Esta
quantidade de metanol é igual a existente em uma solugéo de trabalho a 10 mg L™
obtida pela diluigdo (a 10 mL) de 100 puL de cada solucdo estoque de 1000 mg L™
(estocada em metanol). O pico para cada analito foi identificado pela combinagéo
dos resultados obtidos a partir de analises de misturas e de solu¢des individuais dos

padrdes, com concentragdes variaveis de 0,25 mgL*a40mgL™.
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Tabela Xll: Comparagéo entre condi¢cdes de trabalho para otimizagdo do método

eletroforético

Ng et al Condicdes iniciais deste trabalho
tampéo 0,05 M fosfato 0,05 M fosfato

0,05 Borato 0,05 Borato
SDS 40 mMol L™ 40 mMol L™’
y-CD 10 mMol L™ 10 mMol L™
pH 6,6 6,6
equipamento home made CE comercial-P/ACE

Beckman-5500

tamanho do 50 cm x 75 um id 50 cm x 75 um
capilar
voltagem 11 KV 11 KV
comprimento de 254 nm 236 e 254 nm

onda
injegao

analitos

hidrodinamica por pressao

tempo 5s

N-nitrosodietanolamina - NDEA

N-nitrosodimetilamina - DMN
N-nitrosomorfolina - NMOR

Hidrodinamica por presséo
tempo 5s
N-nitrosodimetilamina - DMN
N-nitrosodietilamina - DEN
N-nitrosopiperidina - NPIP
N-nitrosopirrolidina -NPIR
N-nitrosomorfolina - NMOR
N-nitrosodibutilamina - DBN

Tabela Xlil: Composigéo dos tampdes estudados.

composicdo Tampao1

Tampao2

Tampao3

Tampdo4 Tampao5

Tampao 6

Fosfato

SDS 0,04 mol L-* 0,04 mol L* 0,04 mol L
v CD 0,01 mofL-* 0,00 mol Lt 0,0
pH 6,6 4,0 6,6

0,05molL-* 0,05mol L' 0,05 mol L
Borato 0,05 moi L' 0,05mol L' 0,05 mol L'

0,05 mol L' 0,05 molL-* 0,05 mol L
0,05mol L' 0,05 molL-* 0,05 mol L-!
0,06 motL-* 0,08 molL-* 0,08 mol L

0,0
6,6

0,0 0,0
6,6 50

3.5.3 OTIMIZAGAO DAS VARIAVEIS INSTRUMENTAIS

Uma vez otimizadas as condi¢bes do tampdo, os parametros instrumentais

foram estudados com o objetivo de obter uma melhor resolugéo, sensibilidade e
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mais baixos limites de detecgdo. Com auxilio de solugdes aquosas sintéticas —
solugdes de trabalho — de 2 a 20 mg L™ foram estudados:
- Voltagem para separagéo: 5, 10, 20 kV
- Modos de injegao:
Hidrodindmica por presséo (5 s, 10 s)
Eletrocinética: tempo de injegao (5, 7, 10, 15, 20, 30 s)
voltagem de injegao (5, 10, 15, 20 kV)

- Comprimento de onda para detecgdo espectrofotométrica (254 - 236 nm)
3.5.4 CARACTERIZAGAO DO METODO MEKC

Para avaliar o método eletroforético otimizado, foram construidas curvas de
calibragéo no intervalo de 0,25 a 10 mg L. Cada ponto da curva corresponde ao
valor médio obtido a partir de trés medidas de areas independentes. A analise de
uma mistura padréo aquosa (DMN, DEN, NMOR, NPIR, NPIP) a 2 mg L™ foi repetida
onze vezes, para estudo da precisdo do método para cada composto.

Para avaliar a exatiddo foram preparadas 4 amostras sintéticas aquosas
reunindo diferentes grupos e concentragdes de nitrosaminas. Cada uma foi

analisada no minimo, em triplicata.
3.5.5 ANALISE QUALITATIVA POR MEKC

A identificagdo dos compostos foi feita considerando os tempos de migragéo
de cada analito, em conjunto com a comparagdo entre eletroferogramas para
amostras que sofreram a adicdo de padrbes e que nao sofreram esta adigio.
Também foi considerada a comparagéo entre os espectros UV-vis dos picos dos

possiveis compostos e espectros obtidos a partir dos padrées puros foi considerada.
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3.6 EXTRAGAO DAS NITROSAMINAS A PARTIR DE AMOSTRAS
REAIS

Os baixos niveis nos quais as nitrosaminas ocorrem em alimentos e a
natureza heterogénea destes, faz com que sejam necessarias varias etapas tais
como isolamento, clean up e pré-concentragdo, até atingir a detecgdo e
quantificacdo.

Neste trabalho foi usada a extracido a vacuo por arraste de vapor. O
procedimento foi adaptado a partir do método descrito por Telling et al®>. Neste
processo 150 g da amostra (massa da salsicha ou liquido de conserva) congelada
foram desintegradas, no caso de amostras sdlidas, e misturados com 100 mL de
agua bidestilada, 25 g de cloreto de sédio e 5 g de carbonato de potassio deixando
em repouso por minutos 10 min. Apds este tempo a suspenséo foi transferida para
um baldo de fundo redondo o qual foi conectado ao evaporador rotatério para a
destilagdo. O maximo vacuo foi aplicado com o auxilio de uma bomba rotatéria e o
banho maria aquecido a 65 °C. O condensador foi resfriado com agua (4 °C) e o
destilado recolhido em frasco de 500 mL em banho de gelo. Estas condi¢cbes foram
mantidas aproximadamente por 60 a 90 min, até que nenhum destilado fosse
produzido,. O destilado aquoso produzido foi mantido abaixo de 0 °C, no escuro, por

no maximo uma semana>’.

3.7 EXTRAGAO, PRE-CONCENTRAGAO E CLEAN UP DAS
NITROSAMINAS A PARTIR DE AMOSTRAS AQUOSAS

3.7.1 EXTRAGAO LiQUIDO-LIQUIDO

O procedimento foi adaptado da extragao liquido liquido utilizada por Fine et
al'"® e Drescher e Frank*' para extracdo e pré-concentracdo de nitrosaminas a partir
de amostras liquidas. Um volume de 25,0 mL de amostras sintéticas de nitrosaminas
a 400, 800 e 1200 pg L™ foi agitado com trés porges de 25 mL de DCM. Estas
foram reunidas, secas com 10 g de sulfato de sddio anidro, concentradas sob fluxo

de nitrogénio em banho de gelo e seu volume corrigido para 1 mL. Foram extraidos
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volumes adicionais (V') de DCM, que receberam o mesmo tratamento, para verificar
se a extragado havia sido completa. Cada porgao recebeu padrao interno (bifenila) na
concentracdo de 20 mg L™. Os extratos foram cromatografados no sistema GC/FID.
Os destilados aquosos obtidos no rotavapor a partir de amostras reais
também foram extraidos pelo mesmo procedimento, recebendo 2 mg L™ de padréo
interno e cromatografados no sistema GC/MSD. Os procedimentos foram

acompanhados, em paralelo, pela analise de brancos com agua bidestilada .

3.7.2 SPE USANDO RESINA AMBERLYST XAD-4™

O procedimento baseou-se no método desenvolvido por Pizzolato e
colaboradores®®*. Neste processo, 1 g da resina XAD-4™ foi condicionada com
agua bidestilada e disposta em uma coluna de vidro (25 cm x 1,1 cm). Foram
estudadas, solugbes de 400, 800 e 1200 pg L' em um volume de 25 mL. A
representagéo geral do procedimento experimental adotado esta na Figura 19.

Os eluatos foram concentrados sob fluxo de nitrogénio em banho de gelo,
separadamente, tendo seus volumes corrigidos a 1 mL e recebendo o padrao inte}'no
na concentragdo de 20 mg L™.

A agua residual foi submetida ao processo de extragio liquido-liquido sendo
os extratos reunidos e concentrados sob fluxo de nitrogénio em banho de gelo
recebendo o mesmo tratamento dos eluatos. Os procedimentos foram
acompanhados, em paralelo, pela analise de brancos em agua bidestilada .

Os destilados aquosos obtidos no rotavapor a partir de amostras reais
também foram submetidos ao mesmo procedimento, recebendo 2 mg L™ de padrzo

interno e cromatografados no sistema GC/MSD.
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25mL de solugdao aquosa  g.uho de gelo

1200,800, 400 ppb sob fluxo de Nitrogénio
3X 10mL -
- DCM 1mL
L) + Pl 20ppm
Sulfato de sddio
anidro GCIMSD
i
1mL
| | + Pl 20ppm
Um Sulfato de sodio
anidrd
| GCIMSD
figua Extragdc
residual tig-lig

Figura 19: Representacao pictdrica da pré-concentragéo das nitrosaminas usando
SPE com resina XAD-4™

3.7.2.1.1 ANALISE DO LiQUIDO DE CONSERVA BRUTO E DESTILADO
(AMOSTRA A) :

150 g do liquido de conserva bruto e 150 g do destilado obtido a partir deste
liqguido de conserva receberam, cada um separadamente 100 mbL de agua
bidestilada e foram percoladas através da resina XAD-4 conforme procedimento

descrito no item 3.7.2.

3.7.3 SPE USANDO CARVAO ATIVO
3.7.3.1 PROCESSO DE SPE EM BATELADA COM CARVAO ATIVO EM PO
3.7.3.1.1 AVALIAGAO POR CROMATOGRAFIA GASOSA

Para a determinagao do melhor tempo de adsorgao foram usados 25 mL uma
mistura padrdo aquosa a 800 ug L™, sendo testados os tempos de 15, 30 e 45

minutos, com 0,5 g de carvao ativo. Para o tempo de 15 minutos de extragao
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aumentou-se a massa de carvao ativo para 1 g a fim de verificar a influéncia da
quantidade de adsorvente no procedimento.

Durante o desenvolvimento do processo o carvéo foi separado por filtragéo
em papel de filtro qualitativo, previamente extraido (em Soxhlet com DCM por
8 horas) sendo a solugdo aquosa residual submetida a uma nova extragdo com
carvao ativo, a fim de verificar a possibilidade de ainda permanecer algum composto
na solugdo aquosa remanescente.

Os analitos foram eluidos com acetona e diclorometano (10 mL de cada um,
respectivamente). Usou-se ainda um volume adicional de DCM (V' = 10 mL) para
confirmar se todos os compostos haviam sido retirados na eluicdo anterior. Os
extratos, apds secagem em coluna com 6 g de sulfato de soédio anidro, foram
concentrados a 1 mL sob fluxo de N> e em banho de gelo e cromatografados
(GC/FID). Todo procedimento foi acompanhado por andlise concomitante de
brancos, usando agua bidestilada. A Figura 20 apresenta um esquema geral do
procedimento e a Figura 21 apresenta, de forma pictorica, o processo laboratorial

envolvido.

Processo Otimizado

200 mL de uma amostra aquosa foram mantidas sob agitagdo magnética por
45 min com 1 g de carvao ativo em pd. ApOs a separagdo os compostos foram
dessorvidos com 10 mL de acetona e 10 mL de DCM e concentrados sob fluxo de
nitrogénio (ultra puro) em banho de gelo, sendo seu volume corrigido a 1 mL e
adicionado o padr&o interno na concentracdo de 2 mg L. Estes extratos foram
cromatografados (GC/FID, GC/MSD). Todas as analises foram feitas no minimo em

triplicata.
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solucao problema

800ug L™
|
carvao ativo 0,5ge10g
l |
15 30 45 tempo em minutos

Figura 20: Esquema geral usado para o desenvolvimento da metodologia de SPE
com carvao ativo

25 mL de solugdo Aquosa Sulfato de sddio
800 pgL! anidro -
}
5 L] §iBanho TmlL
de
Gelo
GCIMSD
0,5de 1.09g sob
e
carvio Y | fluxo de

LTIO N2

Agitacdo
1530, & 48 min

Figura 21: Representagado pictdrica da pré-concentrag@o das nitrosaminas usando
SPE com carvao ativo
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3.7.3.1.2 AVALIAGAO POR MEKC

O uso da MEKC permite estudar de forma direta solugbes aquosas o que
possibilita o controle das aguas residuais dos processos de pré-concentragéo.

Para a determinagdo das melhores condigbes de analise foram testados os
tempos de adsorgdo de 15, 30 e 45 minutos, a massa de carvdo de 0,.5ga 1,0g, 0
volume de amostra aquosa de 25, 100 e 200 mL e a faixa de concentragdo de 10 a
800 ug L' dos compostos padrao.

O processo foi desenvolvido da mesma forma como esta descrito no item
3.7.3.1., sendo que alguns experimentos foram repetidos para confirmar resultados
obtidos por GC-FID.

25 mL de amostras sintéticas aquosas (contendo DMN, DEN, NMOR, NPIR e
NPIP nas concentracbes de 400 e 800 pg L") foram mantidos sob agitagéo
magneética por 45 minutos com 1,0 e 0,5 g de adsorvente, sendo analisados o eluato
e a agua residual. O sistema de elui¢do foi 0 mesmo otimizado no item 3.7.3.1. A
diferengca reside no fato que os solventes (DCM e acetona) séo totalmente
substituidos, apds a redugédo de volume, por agua MILIQ enquanto o volume é
corrigido para 5 mL. O tempo de agitagdo foi estudado pela pré-concentragéo de 25
mL de uma mistura sintética aquosa com 400 pg L™ e 0,5 g de carvao ativo.

Para confirmagdo dos resultados de massa de adsorvente e tempo de
agitacdo para um faixa de concentragdo mais baixa, 200 mL de uma mistura
sintética aquosa marcada com 10 ug de cada nitrosamina foram mantidas sob
agitacio para os tempos de 30 e 45 minutos com 0,5 e 1,0 g de carvao ativo em pé.

O procedimento otimizado ao final coincide com o apresentado no item
3.7.3.1.
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3.7.3.1.2.1 CARACTERIZAGAO DO METODO ELETROFORETICO USANDO SPE
COM CARVAO ATIVO EM PO

Curvas de calibracdo foram construidas no intervalo de 50 a 500 ug L™ para
caracterizar o meétodo eletroforético combinado com os processos de pré-
concentragdo otimizados. Cada ponto da curva corresponde ao valor médio obtido a
partir de trés medidas de areas independentes. O Ilimite de deteccao (LD) foi
calculado pelo uso de trés vezes o desvio padrao do coeficiente linear dividido pelo
coeficiente angular, enquanto que o limite de quantificagao foi calculado pelo uso de
10 vezes o desvio padrao do coeficiente linear dividido pelo coeficiente angulargs.

A exatiddo do processo de pré - concentragao foi estudada pela andlise de
amostras sintéticas aquosas.

Estudos de recuperagao foram desenvolvidos a partir de amostras sintéticas
aquosas em intervalos de 50 a 800 pg L™

Para avaliar o efeito dos demais componentes da matriz sobre a recuperagao
150 g do liquido de conserva fortificado com 1000 mg kg' e 150 g da massa da
salsicha (B), adicionados de 15 pg (100 pg kg™), foram destiladas por arraste de
vapor conforme procedimento descrito no item 3.6.

Os extratos aquosos foram submetidos ao processo de SPE por carvdo em
poé (item 3.7.3.1) .

3.7.3.2 PROCESSO DE SPE EM COLUNA COM CARVAO ATIVO GRANULAR

Com objetivo de simplificar as opera¢des de laboratério, bem como reduzir o
tempo de analise e a exposi¢do do analista, foram conduzidos experimentos
utilizando carvédo granular. Pela sua granulometria pode-se trabalhar com SPE em
leito fixo. Este procedimento foi inicialmente avaliado através de MEKC, e

posteriormente, por GC.
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3.7.3.2.1 AVALIAGAO POR MEKC

Para a determinagdo das melhores condi¢ées de analise foram testadas as
vazdes (fluxo da amostra através da coluna) de 1,5 mL min™", 2,5 mL min™, e 5 mL
min™'. Também se testou o volume de amostra aquosa de 25, 100 e 200 mL, a faixa
de concentragcao de 10 a 800 ug L™ dos compostos padrdes e a massa de carvao de
109

Para otimizagdo das variaveis foram utilizadas amostras sintéticas aquosas
obtidas pela diluicdo das solugdes estoque a 1000 mg L' de DMN, DEN, NMOR,
NPIP, NPIR

Processo Otimizado

O procedimento otimizado consistiu em agitar 1 g de carvao ativo granular por
10 min com 20 mL de agua MILIQ e empacotar uma coluna de vidro (20 cm X 11
mm) com esta mistura. O excesso de agua foi retirado. Através desta coluna
diferentes volumes (25, 100, 200 mL) de amostras sintéticas aquosas em diferentes
concentragbes foram percoladas. A eluicdo dos compostos a partir do adsorvente foi
feita por eluicdo com 10 mL de acetona, 10 mL de DCM e um volume adicional de
10 mL de DCM. As fragbes foram concentradas sob fluxo de nitrogénio N, em banho
de gelo. Os volumes foram corrigidos para 5 mL em agua ultrapura, para analise por
MECK.

3.7.3.2.1.1 CARACTERIZAGAO DO METODO ELETROFORETICO USANDO SPE
COM CARVAO ATIVO GRANULAR

O procedimento MEKC foi caracterizado da mesma forma como esta descrito
no item 3.7.3.1.2.1, com duas principais diferengas, quais sejam a faixas de
concentrago usadas para a construcdo das curvas de calibragdo (102200 ug L") e

para os estudos de recuperacdo (50 a 1000 ug L™).
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3.7.3.2.2 AVALIAGAO POR CROMATOGRAFIA GASOSA

Para analises por cromatografia gasosa (detecgéo FID e MSD) os extratos
foram secos em colunas com 5 g de sulfato de sddio anidro e seus volumes
corrigidos a 1 mL com DCM recebendo 2 mg L" de bifenila como padrao interno.
Todas as analises foram pelo menos em friplicata.

Em funcdo dos resultados obtidos via SPE-MEKC com carvdo granular,
estudos adicionais foram desenvolvidos avaliando o procedimento via GC-FID e GC-

MSD. As condigdes utilizadas foram as mesmas descritas no item 3.4.

3.7.3.2.21 CARACTERIZAGAO DO METODO GC-FID USANDO SPE COM
CARVAO GRANULAR

As curvas de calibracdo foram construidas no intervalo de 10 a 200 ug L™ .
Cada ponto da curva corresponde ao valor médio obtido a partir de trés medidas de
areas independentes. Os limites de detec¢do (LD) e quantificagcdo foram calculados
conforme o item 3.4.

Com objetivo de avaliar a exatiddo do método, 200 mL de uma mistura
sintética aquosa com diferentes concentracdes e 200 mL de um padrdo 50 pg L™
foram submetidas ao procedimento de SPE com carvao granular. Para célculo do
resultado foi usado o fator de calibragdo calculado a partir deste padrao.

Estudos de recuperagéo foram desenvolvidos a partir de 200 mL de amostras
sintéticas aquosas em intervalos de 50 a 1000 pg L™ para carvao granular.

Para avaliar o efeito dos demais componentes da matriz 150 g do liquido de
conserva marcado com 0,2 mg kg™ e 150 g da massa da salsicha (A), adicionada de
30 pg dos padrées DMN, DEN, NMOR, NPIR, NPIP e DBN (200 pg kg'), foram
destiladas por arraste de vapor conforme procedimento descrito no item 3.6.

Os destilados aquosos foram submetidos ao processo de SPE por carvao
granular (item 3.7.3.4.2).
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3.7.3.5 APLICAGAO DO PROCEDIMENTO DESENVOLVIDO A AMOSTRAS REAIS

Nesta etapa do trabalho aplicou-se a melhor metodologia analitica encontrada
a analise das amostras usando os dois procedimentos de extragdo com carvao ativo.
O procedimento final pode ser abreviado como SPE/CA/GC/FID/MSD, significando
EXTRACAO EM FASE SOLIDA com CARVAO ATIVO (granular e em pb) com os
extratos sendo analisados por CROMATOGRAFIA GASOSA com DETECTOR POR
IONIZACAO DE CHAMA e DE ESPECTROMETRIA DE MASSAS. Foi realizada a
analise qualitativa com o auxilio da biblioteca de espectros de massas e de alguns
padrbes, e andlise quantitativa.

Uma vez definidos e caracterizados os processos para pré-concentragéo e
analise, estes foram aplicados as amostras reais (salsichas enlatadas).

Cada lata de salsicha teve seu conteudo separado, sendo a salsicha
representando a amostra sélida e o liquido de conserva representando as amostras
liquidas.

As amostras aquosas liquidas foram tratadas de duas formas:

- pré-concentragdo de maneira direta, sem qualquer tratamento anterior, e

- pré-concentragdo a partir do destilado aquoso obtido por destilagdo a

vacuo com arraste de vapor.

As amostras soélidas foram destiladas por arraste de vapor, sendo analisada a
porgao arrastada.

3.7.3.5.1 ANALISE DAS AMOSTRAS LIQUIDAS
150 g da amostra (liquido de conserva ou destilado aquoso do liquido de
conserva) acrescida de 100 mL de agua bidestilada foram submetidos ao processo

de SPE em batelada usando carvdo ativo em po6 (item 3.7.3.1.) e granular
(item.3.7.3.2). Todas as analises foram realizadas, no minimo, em triplicata.
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3.7.3.5.2 ANALISE DAS AMOSTRAS SOLIDAS

150 g das amostras solidas (massa de salsichas enlatadas desintegradas
manualmente), acrescidas de 100 mL de agua bidestilada foram submetidos ao
processo de arraste de vapor, sendo o destilado aquoso, posteriormente, submetido

a extracdo em fase sélida com carvéo ativo, conforme os itens 3.7.3.1 e 3.7.3.2.

3.7.3.5.3 ANALISE QUALITATIVA

A identificacdo dos compostos foi obtida por comparagdo dos tempos de
retencdo dos analitos contidos nas misturas padréo e os picos obtidos a partir de
amostras reais. Acrescentou-se o estudo dos espectros de massas e a observagao
do incremento da area dos picos suspeitos, quando se trabalhou com amostras
fortificadas.

3.7.3.5.4 ANALISE QUANTITATIVA

A andlise quantitativa foi realizada usando-se a combinagédo do método do
padréo interno e método de adicdo de padréo unico. Admite-se que para faixa de
concentragdo em que as nitrosaminas ocorrem nas amostras estudadas, o processo
de SPE com carvdo ativo apresenta uma relacdo linear entre concentragéo da
amostra e o sinal gerado nos equipamentos de andlise. Para calculo da
concentragéo dos analitos utiliza-se um fator de calibrag&o calculado a partir de uma
mistura padrao analisada em paralelo com os extratos obtidos a partir das amostras
marcadas e ndo marcadas. Considerando portanto, a recuperagdo dos compostos,
calcula-se um fator de correcdo baseado no método da adigéo de padrdo. Desta

forma chega-se ao valor mais proximo da concentragéo real.
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Calculo do fator de calibragao:

Fca = concentracdo do composto no padrio
Area relativa do composto no padréo

Calculo do fator de corregao:

Fcor = 100
% de recuperacdo média do analito

Concentracéo real =Fcq x area relativa do composto na amostra x Feor

Os limites de deteccdo foram calculados para amostras de 150 g de
amostras de salsicha, considerando como sinal minimo detectavel, trés vezes o sinal

do ruido.
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4 - APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

4.1 ANALISE INSTRUMENTAL DE NITROSAMINAS: GC E MEKC

Os resultados apresentados e discutidos nesta etapa referem-se ao uso de

solugbes de trabalho contendo as nitrosaminas padrdes.

41.1 ANALISE POR CROMATOGRAFIA GASOSA: OTIMIZAGAO DAS
CONDIGOES DE ANALISE

A Figura 22 apresenta os cromatogramas obtidos via GC/FID e GC/MSD para
a mistura de padrdes, nas condicbes apresentadas na Tabela XI. A Tabela XIV
identifica os picos assinalados na Figura 22, além de indicar os ions usados na
identificacdo e caracterizagcido destes compostos pelo modo SIM.

Os melhores resultados em termos de separagéo foram obtidos com a coluna

Carbowax 20M e DB5, observa-se um aumento no tempo de retengdo dos
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compostos na coluna Carbowax 20M e inversao no posicionamento de alguns picos.

Os compostos mais polares como a NPIR (pico 4) e NMOR (pico 5) sofreram

maior retencao, enquanto que a DBN (pico 8) e a DPN (pico 6) eluiram antes.
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Figura 22: Cromatogramas da mistura padrao (a) GC/FID com coluna DB-5,
(b) GC/MSD com coluna HP-1 e (¢) GC/MSD com coluna Carbowax 20M

Condigbes cromatograficas descritas na Tabela XI, pagina 58
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Tabela XIV: Identificacdo dos compostos assinalados na Figura 22 e dos ions

utilizados no monitoramento via GC/MSD

pico composto ion pico composto ion
1 N-dimetilnitrosamina-DMN 74 5 N-nitrosomorfolina - NMOR 116
2 N-metiletiinitrosamina-MEN 88 6 N-di-n-propilnitrosamina - DPN 130
3 N-dietilnitrosamina - DEN 102 7 N-nitrosopiperidina - NPIP 114
4 N-nitrosopirrolidina - NPIR 100 8 N-di-n-butilnitrosamina - DBN 158
9 Bifenila - Pl 154

4.1.1.1 LINEARIDADE E LIMITE DE DETECGAO PARA O SISTEMA GC/FID

Na Tabela XV estdo registrados os parametros relativos as equagdes das

retas obtidas para a variagao da area relativa (AR) de cada composto de acordo com

a variagdo na concentragdo. As respectivas retas estdo apresentadas no Anexoc i.

Pela analise destes dados percebe-se que a resposta do detector € perfeitamente

linear na faixa de concentragcéo estudada, com fatores de correlagéo (r) variando de

0,971 a 0,996.

Tabela XV: Parametros de caracterizagao do método GC/FID, usando coluna DB-5

Equacéo da reta

Composto Y=Dbx + a r LD LQ  %RSD
a b
DMN -0,147+0,033 0,019 0,979 3,6 12,0 9,7
MEN -0,463+0,048 0,059 0,996 2,4 8,1 14,3
DEN -0,486+0,120 0,095 0,971 3,8 12,6 29
NPIR -0,458+0,130 0,068 0,996 56 18,8 21
NMOR  -0,406+0,090 0,063 0,983 41 13,7 6,9
DPN -0,015£0,090 0,079 0,982 40 13,6 7,2
NPIP - 0,400+0,100 0,058 0,992 53 17,6 1,2
DBN -0,367+0,100 0,097 0,993 50 16,6 1,5

a: coeficiente linear; b: coeficiente angular; r: coeficiente de correlagéo; LD: limite de detecgédo;

LQ: limite de quantificagdo (LD e LQ em mg L"); % RSD: desvio padréo relativo percentual
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O LD variou entre 24 e 56 mg L' valores elevados para analise de
nitrosaminas indicando a necessidade de uma etapa de pré-concentragao.

O LD pode ser melhor visualizado na Figura 23, que apresenta os
cromatogramas obtidos para solugbes padrdo nas concentragbes de 5 e
10 mg L™". Os picos com maior sinal (6 e 7) pertencem aos compostos DPN e NPIP.

Observe-se que, na pratica, os compostos DPN e NPIP tém /imites de
integragdo bem inferiores a 5 mg L™, pois os picos apresentados na Figura 23

apresentam areas consideravelmente maiores do que os demais picos.
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Figura 23: Cromatogramas (GC/FID com coluna DB-5) para a mistura de padrdes

nas concentragdes de 5 e 10 mg L
Condigbes cromatogréficas descritas na Tabela XI, pagina 58

4.1.1.2 LINEARIDADE E LIMITE DE DETECGAO PARA O SISTEMA GC/MSD

As solugdes a 0,5, 1, 3, 5, 10 e 20 mg L™, todas com 2 mg L' de Padrao
Interno, foram cromatografadas no sistema GC/MSD. A construgdo da curva de
calibragéo para o intervalo de 0,5 a 10 mg L™ permitiu através da regressao linear

definir as equagbes das retas que relacionam a area relativa e a concentragdo para
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cada analito. Na Tabela XVI estao registrados os parametros relativos a equagao da
reta obtida para a variacdo da Area Relativa com a concentragdo. As respectivas
retas estdo apresentadas no Anexo Il. Pela andlise destes dados percebe-se que a
resposta do detector € perfeitamente linear na faixa de concentragao estudada, com
fatores de correlagao (r) variando de 0,991 a 0,995.

Tabela XVI: Principais parametros relativos ao método GC/MSD*

Analitos Equagio r R* Syix LD LQ RSD%

DMN 2a=-0,021+0,021 0994 988 00542 530 1760 1,9
b=0,128+4,1.107°

MEN @=-0,054£0,024 0993 971 0061 559 2480 2.9
b=0,128+4,8.10°

DEN @=-0,034+0,035 (g93 985 0090 564 1880 25
b=0,188+6,8.10"

DPN @=-0,070+0,030 0992 964 0074 857 2857 26
b=0,105+56.10"

DBN 2@=-0,021+5510° (go5 991 0,013 164,4 532 29
b=0,10+1,04.103

NPIR @=-0,19£0,079 0,981 96 0204 8464 2780 26
b=0,28+0,015

NMOR @=-0,03£0,015 0993 987 0103 500 1666 1,0
b=0,09+3,0.107

NPIP 2=-0,1710,04 0,991 983 00401 571 1904 29
b=0,21+7,76.107

*Para coluna Carbowax 20 M e inje¢do Split 1:20
a: coeficiente linear; b: coeficiente angular; r: coeficiente de correlagéo; LD: limite de detecgédo; LQ:

limite de quantificagdo (LD e LQ em ug L’ ) R grau de semelhanga; Sy, desvio padrdo dos residuos,
RSD: % desvio padréo relativo percentual
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Observa-se que as andlises por GC/MSD no modo SIM apresentam maior
seletividade e sensibilidade com limites de detecgdo mais baixos variando entre 164,
e857 pglL".

Menores valores de LD podem ser atingidos usando-se a inje¢do Splitless,
conforme mostra a Figura 24, a qual apresenta os cromatogramas obtidos para a
solucdo padrdo nas concentragdes de 0,25 e 0,10 mg L™. Porém o modo splitless
leva a saturagao do filamento, logo as analises posteriores foram desenvolvidas em
modo Split 1:20. O pico com maior sinal (6) corresponde ao composto DPN, o qual

também apresenta maior fator de resposta no detector de ionizagao de chama.

0,10 mg/L
,

\\i\j
0,25 my/L -

-

tempo de retengdo (min)

Figura 24: Cromatogramas do ion Total (GC/MSD com Coluna Carbowax 20M) para

a mistura de padrdes nas concentracdes de 0,25 e 0,10 mg L™
Condigbes cromatogréficas descritas na Tabela X, pagina 58

4.1.2 ANALISE POR CROMATOGRAFIA CAPILAR ELETROCINETICA MICELAR:
OTIMIZAGAO DAS CONDIGOES DE ANALISE

A aplicacdo direta das condicoes utilizadas por Ng e colaboradores’'®, tampéo

e variaveis instrumentais, para a separagido de nitrosaminas levou a
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eletroferogramas com picos alargados e mal resolvidos, com os compostos DMN e
NMOR migrando junto com o fluxo eletroosmoético (FE), conforme pode ser

observado na Figura 25.
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Figura 25: Eletroferograma para mistura padrao na concentracdo de 20 mg L™
Condigbes descritas na Tabela Xll, pagina 60

4.1.2.1 OTIMIZAGAO DAS VARIAVEIS QUIMICAS

A Tabela XVII apresenta as variagbes nos tempos de migracdo e correntes
geradas a partir dos diferentes tampdes utilizados durante a otimizacdo das
variaveis quimicas.

A aplicacdo do tamp&o 1 ndo produziu a separagao dos compostos, levando a
picos alargados e sobrepostos com alguns compostos migrando junto com o fluxo
eletroosmético. Isto é claramente observado na Figura 25 que apresenta um

eletroferograma de uma mistura sintética na concentracdo de 20 mg L™.
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Tabela XVII: Tempos de migragao e correntes geradas para diferentes tampdes

analitos T RSD% T2 RSD% T3 RSD% T4 RSD% T5 RSD% T6 RSD%

Fluxo 11,580 3,5 1938 46 8530 31 9390 4,1 928 39 22531 62
DMN nd -- 19,742 64 8958 21 9497 29 9614 3,2 23124 51
NMOR 11,585 3,6 20,283 505 9154 45 9860 36 10,184 41 23875 33
NPIR 12,285 3,7 20,777 57 9509 19 10584 28 11,316 29 24982 49
DEN 13,085 51 23381 51 10,25 3,7 12,141 39 13,529 1,7 27,143 528
NPIP 14,419 47 28,056 6,3 11,701 28 1449 36 17,076 53 31,088 69

Cor 90pA 51 95.A 32 95,A 12 80pA 17 70pA 3.8 836pA 33

T: Tampao; Cor: Corrente gerada durante a separagao eletroforética para solugdes a 10 mg L™

4.1.2.1.1 pH

Significativas mudangas na velocidade do fluxo eletroosmético podem ser
obtidas pela alteragdo do pH do tampé&o, sendo inclusive descrito na bibliografia que
certos tampdes com pHs inferiores a 3,0 eliminam totalmente o fluxo eletroosmético.
O fluxo eletroosmético é determinado em grande parte pela carga da superficie da
parede do capilar. Esta carga, conforme discutido no item 2.6.2.1.2 induz a formagao
da dupla camada elétrica. Consequentemente valores mais baixos de pH fazem com
que os grupos silandis permanegam néo ionizados, reduzindo a carga negativa
destes grupamentos.

Portanto no tamp&o 2 o pH foi reduzido para 4,0 e como pode ser visto na
Figura 26, ocorre uma importante melhora na resolucdo dos compostos as custas de
um excessivo tempo de analise e alargamento dos picos. A partir dai, manteve-se o
pH em 6,6 enquanto outras variaveis foram otimizadas. No tampao 6 o pH foi
reduzido para 5,0 mas o ganho em resolugdo ndo compensou o0 grande tempo de

analise. Desta forma, o pH do tampéao selecionado foi 6,6.
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Y
DIMN NPIP
Nmor NPIR DEN
5 10 15 20 25 30

minutos

Figura 26: Eletroferograma da mistura padréo a 20 mg L™ em pH 4,0
Condigoes: Voltagem de separacg8o: 10 kV; tampé&o 2, inje¢do hidrodindmica 5 s

4.1.2.1.2 y CICLODEXTRINA (CD)

Este composto tem sido convencionalmente utilizado como seletor quiral e
para facilitar a migracédo dos compostos de baixa polaridade com fraca solubilidade
no tamp&o. Como muitos dos compostos estudados apresentavam-se migrando
junto ao fluxo eletroosmético, a retirada da CD (tampao 3) melhorou a resolugéo,
favorecendo a separagdao dos compostos, aumentando seu tempo de migragao.
Pode-se observar na Figura 27 a melhora da resolugéo para os compostos DMN e
NMOR que permanecem ainda como “ombros” nos eletroferogramas. Os compostos
com maior tempo de migracao como NPIP, DEN e NPIR encontram-se perfeitamente

resolvidos.
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w DN
NPIR
DEN NPIP
Sem CD MOR
9 Com CD
75 10 tempo em minutos 12,5

Figura 27: Comparagéo entre eletroferogramas obtidos a partir de uma mistura

padrao 20 mg L' com e sem adicdo de CD
Condigbes: Injegdo eletrocinética por 10s - 10kV; e voltagem de separagdo 10kV

4.1.2.1.3 DODECIL SULFATO DE SODIO (SDS)

O surfactante SDS, sendo o formador das micelas, representa um aspecto
chave na eficiéncia de separagdo em MEKC. Para melhorar a separacéo dos
compostos que ainda permanecem com uma velocidade de migragdo muito alta, a
quantidade de SDS foi aumentada para 60 mmoiL™ no tamp&o 4 e 80 mmolL™" no
tampao 5. A concentracdo otimizada foi de 80 mmolL™. Isto faz com que ocorra um
aumento do fator de capacidade induzindo a uma maior interagdo dos compostos
com a pseudofase estacionaria (SDS), aumentando os tempos de migragéo,
melhorando a resolucéo entre os compostos DMN, NMOR e o fluxo eletroosmético.
A Figura 28 apresenta a melhora da separacdo em fungdo do aumento da
concentracdo de SDS, através da comparagao dos eletroferogramas obtidos usando
os tampdes 3 (40 mmolL™" de SDS) e 5 (80 mmolL™" de SDS).
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DMN — oin NPIP
NMOR
metanol
ry
DIMN 10 NPIP 15
l.u
N PIR
10 tempo em minutos 125

Figura 28: Eletroferogramas da mistura padrédo com diferentes valores de

concentragdo de SDS (A) 80 mmolL™" (tampéo 5); (B) 40 mmolL™" (tampao 3)
Condigdes: Injeco eletrocinética 10 s — 10KV, Padro 20 mg L', Voltagem de separagdo 10 KV

4.1.2.1 VARIAVEIS INSTRUMENTAIS

4.1.2.1.1 COMPRIMENTO DE ONDA PARA DETECGAO

A partir do estudo dos espectros de absor¢do molecular na faixa do UV-Vis
para cada analito, foi selecionado o comprimento de 236 nm. As leituras neste
comprimento de onda levaram a um aumento nas areas e conseqglentemente

melhora nos limites de detecgdo e na sensibilidade pelo aumento da absortividade
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dos analitos. A Figura 29 mostra a comparagao entre as areas dos picos medidas

nos dois comprimentos de onda, 254 e 236 nm.

40001 g g L/

3500+

3000

areas

2500+

2000+

1500+

1000+

5001 / / / / /

T T 1

DMN NMOR NPIR DEN NPIP
compostos W254 nm [0236 nm

Figura 29: Variagdo da area do pico no eletroferograma com o comprimento de

onda para mistura sintética na concentragédo de 2,0 mg L™
Condigdes: tamp&o 5, Injecéo eletrocinética 10KV/10 segundos, voltagem de separagdo 10kV

4.1.2.1.2 MODO DE INJEGAO

Através do estudo da Figura 30 pode-se observar a comparagao entre os dois
modos de inje¢c&o, hidrodinamica por pressdo e eletrocinética. Embora a injegcao
hidrodinamica leve a areas maiores, a injegdo eletrocinética é bastante mais seletiva
melhorando a resolugdo entre os compostos.

Com a mesma solugdo (2 mg L") foram feitas analises com diferentes tempos
de injecdo e voltagem para melhorar a injecdo eletrocinética. Os graficos das
~iguras 31 e 32 ilustram o comportamento encontrado. Embora ocorra um aumento
significativo nas areas com aumento do tempo e da voltagem de injecéo, a perda da
resolugdo entre os compostos DMN, NMOR e o fluxo eletroosmético, faz com que o
tempo de 10 segundos e 10 kV de voltagem componham o melhor conjunto de

condigdes.
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Figura: 30 Comparagéo entre os eletroferogramas obtidos com diferentes metodos de
injegao: (A) eletrocinética com 10 kV por 10 s e (B) hldrodmamlca por 10 s

Condigbes: tampdo 15, voitagem de separagéo 10 kV, padr§o a 20 mg L’

areas

7

Fluxo1 DMN DEN NMOR NPIR NPIP

composto

B 10kV

Figura 31: Comparagao entre as areas dos picos obtidos no eletroferograma em

diferentes voltagens de injegao eletrocinética

Condicbes: Voltagem de separagédo 10 KV, amostra sintética 2 mg L’ , tempo de 5s, Tampéo 5
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70000 + ——Fluxo
eletroosmoético
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——NPIR
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43
o
Ru ]
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10000 -
0 —t } } f } i

5s 7s 10s 15s 20 30s
tempo de injegao (s)

Figura 32: Variagdo das areas dos picos obtidos no eletroferograma em diferentes
tempos de injegc&o eletrocinética
Condigdes: voltagem de inje¢8o 10 kV, Tamp&o 5, Voltagem de separag&o 10 KV, padr&o 2 mg L’

4.1.2.2.3 VOLTAGEM DE SEPARAGAO

Através deste estudo verificou-se que o aumento da voltagem aplicada para
separacao dos compostos leva a uma redugdo no tempo de analise acompanhada
da perda de resolugdo. O uso de voltagem mais baixa faz com que o tempo de
residéncia do composto frente ao detector seja maior, isto eleva o valor das areas
melhorando os limites de detecgdo e sensibilidade, porém favorece a dispersao
levando a um alargamento dos picos e consequente perda da resolucido. Valores
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elevados de voltagem também implicam em perda de resolugao. Isto esta bem claro
na Figura 33 onde se observa a convergéncia das linhas do grafico para um mesmo
valor de tempo, ou seja perda da seletividade do método. A Figura 34 apresenta o

ganho nos valores de area com 0 aumento dos valores de voltagem.

40 -
35 4 —o—Fluxo 1
30 —=—DMN
(4
% 25 - ——DEN
o
? 20 | —4—NMOR
2 ——NPIR
g 15 -
- —o—NPIP
10 -
5 4
0 1 T T 1
5kV 10kV 15kV 20kV
Voltagem - kV

Figura 33: Estudo da variagéo do tempo de migracéo com a voltagem de separacéo
Condigdes: tampdo 5, injecdo eletrocinética 10kV/10s, amostra sintética 2 mg L

O tempo excessivo de andlise e a busca de baixos valores de corrente para
minimizar o efeito Joule faz com que o valor de 10 kV seja selecionado para analise.
Para amostras que contenham apenas compostos com maior tempo de migracéo
como (DEN, NPIP, NMOR, NPIR) pode-se trabalhar em condi¢des de maior tempo e
voltagem de injecdo e menores voltagens de separacdo, que produzam melhores
limites de deteccao, em fungao de sua excelente resolucao.

Ap6s a otimizagdo das variaveis instrumentais e quimicas foram obtidos
eletroferogramas com picos completamente resolvidos para os compostos DMN,
NMOR, NPIR, DEN, NPIP conforme mostra a Figura 35.
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B 5KV
70000+ B 10KV
60000 B 15KV
50000 20KV

area

Fluxo1 DMN NMOR NPIR DEN NPIP

compostos

Figura 34: Variagdo da area dos picos obtidos no eletroferograma com a voltagem
de separagao
Condigdes: injegdo eletrocinética 10 kV/10 s, tamp&o 5, amostra sintética 2 mg L’

404

35

304

25

s e 15 2 ternpo ern minutos

Figura 35: Eletroferograma da mistura padrdo a 2 mg L" apés otimizacdo das
condigdes

Condigbes: injegdo eletrocinética 10 kV tempo 10 s, voitagem de separagdo 10 KV, tampéo 5 (80
mmoiL”" de SDS, pH 6,6, 50 mmolL™" fosfato/borato e sem CD)
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4.1.2.3 IDENTIFICAGAO DOS COMPOSTOS

A identificagcdo dos compostos foi desenvolvida através do estudo de misturas
sintéticas em diversas constituicées e concentragdes apresentadas na 7Tabsiz XViil
A Figurz 36 apresenta os eletroferogramas do branco com 5 % de metanol, onde se
observa um desdobramento do fluxo eletrosmético devido a separagdo do metanol
utilizado no preparo das solugdes estoques. Também nesta figura tem-se os

eletroferogramas das misturas A, B, C e D, cuja composi¢ao esta na Tabela XVIII.

Tabela XVIII: Composigédo das amostras sintéticas usadas na identificagdo dos picos
nos eletroferogramas

Amostra A Amostra B Amostra C Amostra D
compostos conc area RSD conc area RSD conc 4rea RSD conc area RSD
DMN 0O ---- -- 20 37801 29 10 28813 3,2 20 43809 36
NMOR 10 17854 47 10 16073 3,1 5 12174 45 20 29156 44
NPIR 10 19863 7,1 10 21490 29 O ~---- -- 20 39984 20
DEN 20 36456 33 O ---- -- 30 6085 21 20 37180 1,3

NPIP 10 15499 30 10 17410 43 5 9360 1,7 20 38116 19
RSD: Desvio Padréo percentual (%), com: concentragdo em mg L™

Na mistura sintética A observa-se a auséncia do pico 2 referente a DMN.
Comparando-se as misturas A e D em relagéo a presenga da DEN (pico 5), verifica-
se que ocorre a manutengdo do valor de area deste pico, confirmando sua
concentragdo. Ja na mistura B colocou-se o composto DMN e retirou-se a DEN e
desta forma pode-se observar o aparecimento do pico 2 referente a DMN e o
desaparecimento do pico 5. Pode-se verificar que os demais compostos mantém os
valores de area.

Uma confirmagédo adicional € obtida pela observagéo dos resultados da
andlise da amostra C onde desaparece o pico 4 com a retirada da NPIR e ocorre a
redugdo das areas dos analitos NMOR e NPIP a 5 mg L". Destaque-se que o
aumento da area do pico 5 nesta amostra confirma a concentragdo da DEN a
30mglL™.
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(1) Branco com agua MILIQ
+5 % metanol

(2) Amostra A

w A f\ @ Amusng J\‘_

(4) Amostra C

"

metano!
B) Amostra D

10 15 tempo em minutos

Figura 36: Comparagéo entre os eletroferogramas para as diferentes amostras

sintéticas e um branco
Condigles: injegdo eletrocinética 10 kV tempo 10 s, voltagem de separagdo 10 KV, tampéo 5 (80
mmolL" de SDS, pH 6,6, 50 mmolL fosfato/borato e sem CD)

4.1.2.4 CARACTERIZAGAO DO METODO ELETROFORETICO

A construgdo de curvas de calibragdo (area x concentragdo) em um intervalo
de 0,25 mg L™ a 10 mg L, sendo cada ponto correspondente a um valor médio
obtido a partir de trés medidas independentes, permitiu a determinagdo dos limites
de quantificagc&o e detecgdo, equagbes da reta e desvio padrao relativo para cada
composto. Estes parametros estdo apresentados na Tabela XIX.

Os limites de detecgdo variaram entre 0,16 e 0,27 mg L™ e os limites de
quantificacdo variaram entre 0,52 e 1,10 mg L™'. Cabe ressaltar que estes sdo

valores de limites elevados para analise de nitrosaminas, o que confirma a
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necessidade de um processo de pré-concentragdo para que sejam atingidos os
limites de detecgao e quantificacao exigidos para estes analitos. O estudo do desvio
padrao relativo percentual (% RSD) para area e para o tempo de migragdo indica
que o0 método apresenta boa repetibilidade. Outra observagao importante refere-se a
detecgao espectrofotométrica que apresenta maior sensibilidade que os detectores
MSD e FID. Este comportamento ja havia sido evidenciado ém estudos preliminares

apresentados no Anexo lll.

Tabela XIX: Parametros de caracterizagao do método eletroforético

Analitos Equagéo r R’ Sy/x LD LQ RSD % RSD %
y=bx+a area(*) Tempo(*)

DMN a=-865,1+236,3 0,993 994 6726 0,17 0,57 4,5 3,6
b=4149,5+76,44

NMOR  a=-213,9+217,3 0,995 996 6956 0,24 082 5,0 41
b=2661,0+45,8

NPIR a=315,7+231,1 0,995 996 7397 020 0,67 47 3,9
b=3462,1+48,8

DEN a=1953+1494 0,994 998 4781 0,16 0,52 54 2,8
b=2871,0+31,51

NPIP =-684,9+2374 0,997 996 7599 021 0,71 6,9 4.6

b=3332,2+50,1
() n = 11; a: coeficiente linear; b:coeficiente angular; S x/y: desvio padrdo dos residuos; r: coeficiente
de correlagéo linear; R: grau de acoplamento (em %) obtidos pela anélise da varidncia (ANOVA)
para validagdo do método; LD limite de detecgdo; LQ limite de quantificagdo (LD e LQ em mg L")
RSD %éarea: desvio padrdo relativo a drea; RSD %Tempo: desvio padrdo relativo ao tempo de
migragdo

A aplicagdo do método a amostras sintéticas utilizando as equagdes
apresentadas na Tabela XIX permitiu determinagdes do erro relativo variando entre
5 a 25%. Este estudo esta resumido na Tabela XX. Estes resultados podem ser
considerados aceitaveis para andlise de nitrosaminas por eletroforese capilar. O
método proposto pode ser consequentemente utilizado para amostras aquosas nas

quais varias das nitrosaminas estudadas possam estar presentes.
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Tabela XX: Valores de concentragéo encontrados para diferentes amostras aquosas
sintéticas analisadas por MEKC nas condigbes otimizadas

Amostra sintética analito Quantidade Quantidade % de erro
adicionada-mg L' encontrada-mg L™
DMN 0,50 0,50 00
NMOR 0,50 0,50 00
1 NPIR 0,80 0,74 -7,5
DEN 0,50 0,43 -14,0
NPIP 0,95 1,00 +5,3
DMN 0,30 0,36 +20,0
2 NPIR 0,50 0,40 -20,0
NPIP 0,80 0,81 +1,0
DMN 0,80 0,95 +19,0
NMOR 0,60 0,53 -11,7
3 NPIR 0,80 0,70 -12,5
DEN 1,20 1,49 +24,2
NPIP 1,60 1,52 -5,0
DMN 1,50 1,20 -20,0
4 NMOR 2,0 2,50 +25,0
NPIR 2,00 1,84 -8,0
NPIP 1,20 1,05 -12,5

Condigbes: inje¢do eletrocinética 10 kV tempo 10 s, voltagem de separaggo 10 KV, tamp&o 5
(80 mmolL"" de SDS, pH 6,6, 50 mmolL™" fosfato/borato e sem CD)

4.2 EXTRAC}AQ DE NITROSAMINAS A PARTIR DE MATRIZES
AQUOSAS (PRE-CONCENTRAGAO E CLEAN UP)

4.2.1 EXTRAGAO LiQUIDO-LiQUIDO

A Tabela XXI| apresenta os resultados obtidos para a analise cromatografica
(GC/FID) dos extratos obtidos pela aplicagdo da extragdo liquido-liquido (LLE) a

solugbes padrdo aquosas de nitrosaminas nas concentracbes de 400, 800 e
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1200 pg L. Os valores apresentados nesta tabela correspondem & média de, pelo
menos, trés determinag¢des. A partir destes dados pode-se verificar que o processo
nao €& adequado para a extragdo deste tipo de compostos, apresentando baixa

recuperagao.

Tabela XXI: Valores de area relativa dos picos cromatograficos, desvio padrao
percentual e recuperagdo para os extratos obtidos por LLE de solugdes padrao
aquosas de nitrosaminas nas concentragées de 400, 800 e 1200 pg L™

400 pg L™ 800 ug L™ 1200 ug L™’
compostos
AR RSD% REC% AR RSD% REC% AR RSD% REC%
DMN - 0,120 9,2 404

MEN 0,119 120 38,1 0,245 155 37,5 0,488 9,8 49,0
DEN 0,601 9,8 58,3 0,479 7,3 49,7 0,823 121 36,3
NPIR 0,099 8,1 376 0232 34 32,2 0,392 6,1 49,9
NMOR 0,110 59 389 0,280 46 42,0 0,442 3,4 49,6
DPN 0,501 7,3 52,0 0,825 8,7 57,1 1,189 8,7 50,8
NPIP 0,312 9,1 56,0 0,553 8,1 48,0 | 0,834 4,3 52,5
DBN 0,176 7,3 61,1 0,338 8,3 516 0,501 112 52,1

AR: area relativa; RSD %: desvio padrao relativo; REC%: % de recuperacio
Condig¢bes cromatogréficas descritas na Tabela Xl, pagina 58

Mesmo com resultados indicando que este ndo € um método adequado para
este tipo de amostra, aplicou-se a técnica de LLE a amostras reais. A aplicagao da
extracao liquido — liquido ao destilado aquoso obtido para 150 g de amostras de
salsicha A nao permitiu a detec¢ao de nenhum analito.

4.2.2 EXTRAGAO EM FASE SOLIDA COM AMBERLYST XAD-4™

A Tabela XXIl apresenta os resultados obtidos para a analise cromatografica
(GC/FID) dos extratos obtidos pela aplicagdo da SFE com a Resina Amberlyst
XAD-4™ a solucdes aquosas padrao nas concentragdes de 400, 800 e 1200 pug L™

Os valores apresentados nesta tabela correspondem a média de, pelo menos, trés
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determinagbées. A LLE foi aplicada & agua residual a fim de verificar se ali
permaneciam compostos nao retidos pela fase estacionaria, os resultados podem
ser vistos na Figura 37. Esta figura apresenta uma comparag&o entre as areas
relativas dos picos cromatogréaficos dos compostos no extrato de SPE, na agua
residual e na solugdo padrdo ndo submetida ao processo de extragéo, para as trés

concentracdes estudadas (400, 800 e 1200 ug L™).

Tabela XXII: Valores de area relativa dos picos cromatograficos, desvio padrao
percentual e recuperagdo para os extratos obtidos por SPE com XAD-4 de solugbes
padrédo aquosas de nitrosaminas nas concentragdes de 400, 800 e 1200 ug L™

400 ug L™ 800 ug L™ 1200 ug L™
compostos
P AR RSD% REC% AR RSD% REC% AR RSD% REC%
DMN — 0,067 15 200

MEN 0,159 63 465 0169 68 479 0470 7,7 551
DEN 0366 72 704 0529 51 456 1,078 86 480
NPIR 0110 81 350 0214 56 31,8 0411 192 725

NMOR 0,114 10,3 360 0250 6,8 366 0376 154 791
DPN 0630 121 910 1,368 37 855 1,380 10,4 41,0
NPIP 0391 101 815 0889 49 759 1500 11,7 49,0
DBN 0256 91 835 0712 27 884 1215 125 495

AR: area relativa; RSD %: desvio padrio relativo; REC%: % de recuperagio
Condigbes cromatogréficas descritas na Tabela XI, pagina 58

Por outro lado, pode-se afirmar que para os compostos de maior peso
molecular, o procedimento com XAD-4 apresenta resultados razoaveis.
Provavelmente os compostos mais leves (DMN, DEN, MEN) sdo arrastados pela
agua sem ficar retidos.

Além disso, também deve ocorrer perda por evaporagéo durante a redugéo de
volume, pois a recuperagdo é baixa mesmo na agua residual. Cabe ressaltar que o
procedimento adotado para a analise da agua residual nesta fase foi a LLE a qual,

como ja foi citado, apresenta baixa recuperagdo. Isto indica que possivelmente
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maiores quantidades de compostos estejam na agua residual e n&o tenham sido

extraidos no processo LLE.

a) concentragao = 400 g L™

0,7 1 - B10 mg/l
' OXAD-4

0,54

BAGUA residual

0,5

0.4

drea relativa

034

0,2

DMN DEN NPIR NMOR DPN NPIP DBN
compostos

b) concentragdo = 800 ug L™

1,64 820 mg/L
14
2] DXAD-4
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g | BAGUA
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2,5
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1.5
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14
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Figura 37: Comparacéo entre as areas relativas dos picos cromatograficos dos
compostos no extrato de SPE, na agua residual e na solugdo padrao nao submetida

ao processo de extracdo, para trés concentragdes (400, 800 e 1200 ug L™)
Condig¢bes cromatograficas descritas na Tabela Xl, pagina 58
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Outra evidéncia deste processo € que praticamente nenhum composto sofreu
adsorgao irreversivel na resina XAD-4.

Em resumo, a partir destes dados pode-se verificar que o processo de SPE
com resina XAD-4 também ndo é adequado para a extragdo dos compostos de
maior polaridade. Porém para os compostos NPIP, DEN, DPN, DBN, o uso da resina
XAD-4 representa uma alternativa viavel.

4.2.2.1_APLICAGAO DA EXTRAGAO EM FASE SOLIDA COM AMBERLYST
XAD-4™ A AMOSTRAS REAIS

A aplicagdo da resina XAD 4 aos destilados aquosos da massa de salsicha A
(marca brasileira), obtidos pelo procedimento descrito no item 3.6, permitiu a
detecgcado do composto NPIP, porém observa-se a presenga de um maior numero de
picos, provavelmente referentes a compostos lipidicos, conforme pode ser
observado na Figura 38.

A analise do liquido de conserva A sem destilagdo nao apresentou nenhum
dos compostos estudados.

4.2.3 EXTRAGAO EM FASE SOLIDA COM CARVAO ATIVO

4.2.3.1 DESENVOLVIMENTO DA METODOLOGIA DE SPE COM CARVAQ ATIVO
EM PO

Para controle de todos os processos foram feitas analises de brancos. A
Figura 39 apresenta uma analise de branco para SPE com carvao ativo em p6 onde
25 mL de agua bidestilada foram agitados com carvao ativo em p6 por 45 minutos e
submetidos a todo o processo analitico. Observa-se a auséncia de compostos que

venham a interferir na identificacdo dos analitos.
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Figura 38: Cromatograma pelo monitoramento de fons (GC/MSD — modo SIM) do

extrato obtido via SPE-XAD-4 do destilado da amostra A
Condigdes cromatograficas descritas na Tabela XI, pdgina 58

Obs: A figura apresenta um “zoom” da regiio do cromatograma onde aparece 0 composto
identificado, para facilitar a visualizacio.
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Figura 39: Cromatogramas do ion total (GC/MSD) dos eluatos com acetona e com
diclorometano, a partir da analise de branco (agua bidestilada) por SPE com carvao
ativo em pé

Condigbes cromatograficas descritas na Tabela Xl, pagina 58

4.2.3.1.1 DETERMINAGAO DO TEMPO DE ADSORGAO/EXTRAGAO

A Tabela XXIlII apresenta a variagdo das areas relativas para os picos
cromatograficos dos constituintes da solucéo padrao aquosa a 800 pg L™ submetida
a SPE com 0,5 g de carvao ativo em p6, quando se faz variar o tempo de
extragdo/agitagao de 15 a 45 minutos. Como pode ser observado, é bastante
evidente o incremento nas recuperagbes dos compostos com o tempo de agitacéo,
ou seja, de contato da solugdo com o adsorvente.

A partir destes resultados percebe-se que o tempo de 45 minutos é o ideal
para a extragdo, com recuperagbes superiores a 90% para maior parte dos
compostos. As baixas recuperagdes obtidas para nitrosaminas mais leves (DMN
MEN, NMOR e NPIR) podem ser devidas a perda por evaporagdo e pela forte

Interag&o destes compostos com a matriz aquosa.
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Tabela XXIll: Influéncia do tempo de extragdo/agitacédo sobre a recuperagéo dos
compostos por SPE com carvao ativo em pé (0,5 g), a partir de 25 mL de uma
solucdo padrao aquosa a 800 nug L

15 minutos 30 minutos 45 minutos
composto )R RSD% REC% AR RSD% REC% AR RSD%  REC%
DMN - - .- 0,063 11,1 08 0132 123 64,1
MEN 0,308 6,2 %5 0318 122 479 0438 124 65,9
DEN 0,395 46 M0 065 78 648 0,947 8,2 98,3
NPIR 0,354 54 491 0441 116 613 0477 118 65,8
NMOR 0,310 87 465 0455 42 682 0490 127 734
DPN 0,607 6,4 20 0941 57 65,1 1,401 12,2 9,9
NPIP 0,578 73 501 0,811 65 704 1,041 12,2 90,4
DBN 0,361 55 50 0419 114 639 0654 137 99,8

AR = area relativa; RSD % = desvio padrao percentual; REC% = percentual de recuperagdo

4.2.3.1.2 INFLUENCIA DA QUANTIDADE DE ADSORVENTE

Com base nos resultados apresentados fez-se um teste com 15 minutos de
agitacdo, 25 mL de solugcdo a 800 ug L e 1 g de carvao ativo, com o objetivo de
verificar a influéncia da quantidade de adsorvente sobre o processo. Escolheu-se
esta condig&o por ser a que apresentou menor recuperagéo usando 0,5 g de carvao,
logo seria aquela que poderia ser melhorada, uma vez que a melhor condigédo
anterior ja apresentava uma recuperagao proxima a 100%.

A Tabela XXV apresenta os resultados para este experimento e a
comparagcdo com os dados do experimento. O aumento da recuperagdo com o
aumento da massa do adsorvente sugere a saturag&o dos 0,5 g de carvao ativo para
solugdo estudada e indica que a quantidade de 1,0 g € mais adequada para esta
amostra.

Através da analise desta tabela e deste grafico percebe-se que um aumento
na quantidade de carvdo ativo permite que se trabalhe em tempos de extracio

menores, tornando o método eficiente e rapido.
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Tabela XXIV: Influéncia da quantidade de fase estacionaria na area relativa dos

picos cromatograficos para 25 mL de solugao padrdo a 800 ug L™ submetida a SPE
por 15 minutos

05g 109
composto
AR RSD % REC% AR RSD % REC%
DMN --- --- --- 0,113 71 60,2

MEN 0,308 6,2 46,5 0,457 11,1 69,0
DEN 0,395 46 41,0 0,899 11,9 93,3
NPIR 0,354 5,4 491 0,397 14,2 55,5
NMOR 0,310 8,7 46,5 0,350 14,3 52,4
DPN 0,607 6,4 420 1,207 11,3 83,0
NPIP 0,578 7,3 50,1 0,920 15,3 79,7
DBN 0,361 55 55,0 0,564 13,2 85,9

AR = area relativa; RSD % = desvio padrao percentual; REC% = percentual de recuperacao

4.2.3.1.3 ESTUDOS DE RECUPERAGAO A PARTIR DO CARVAO ATIVO EM PO

Esta parte do trabalho foi desenvolvida com amostras sintéticas aguosas e
com amostras de salsicha (amostra A — salsichas de marca brasileira) marcadas.

Conforme se pode observar na Tabela XXV os compostos NPIR, NMOR e
DMN apresentaram recuperagbes mais baixas que os demais, possivelmente em
fung&o de sua polaridade e/ou adsorgao irreversivel no carvao ativo.

A reducdo nos valores de recuperagcido obtidos a partir de amostras de
salsicha marcadas pode ser explicada pela concorréncia entre os compostos
lipidicos e as nitrosaminas, associada as perdas durante o processo de destilagéo a

vacuo por arraste de vapor.
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Tabela XXV . Estudos de recuperagéo para processo em batelada com carvao ativo
em po. (GC/FID)

200 mL de solugdo padréo 150 g da amostra A marcada
composto 50 ug L™ com 200 pug kg™
% REC %RSD % REC %RSD

DMN 22,9 5,6 14,4 6,8
DEN 59,5 18,8 43,3 12,9
NPIR 32,56 16,7 14,0 21,4
NMOR 38,18 5,6 12,6 18,7
NPIP 77,0 5,7 49,1 15,1
DBN 105,5 5,8 28,6 22,5

%RSD: Desvio padrao percentual
4.3 COMPARAGCAO DAS TRES TECNICAS DE EXTRAGCAO

A Figura 40 apresenta a comparag¢ao das recuperagdes obtidas para as trés
técnicas de extragcdo usadas (LLE, SPE-XAD-4 e SPE com carvdo ativo em-p0d)
aplicadas a 25 mL de uma solugdo padrdo a 800 ug L. De forma geral os
compostos comportam-se de forma semelhante, sendo que os mais polares
apresentam menores recuperagdes. A Figura 41 apresenta a comparagao das areas
de NPIP, unico composto identificado na amostra estudada, obtidas a partir do
destilado aquoso da amostra A por LLE, SPE-XAD-4 e SPE com carvao ativo em pé.
Pode-se observar que o carvao ativo representa a melhor alternativa para pré-

concentragao dos extratos, com melhores resultados qualitativos e quantitativos.
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reais. Estudos adicionais no sentido de desenvolver o trabalho em faixas de
concentragdo mais baixas e caracterizar o método de SPE com carvao ativo foram
desenvolvidos por SPE/MEKC.

4.4 APLICAGAO DO CARVAO ATIVO NA PRE-CONCENTRAGAO DE
NITROSAMINAS PARA ANALISE POR MEKC

4.4.1 ESTUDO DO CARVAO ATIVO EM PO
4.4.1.1 ESTUDO DA MASSA DO CARVAO ATIVO EM PO

A Tabela XXV| apresenta as recuperag¢des obtidas a partir da analise por
MEKC de 25 mL de duas misturas sintéticas aquosas (400 e 800 pg.L™") pré-
concentradas com CA em pd usando massas de adsorvente de 0,5 e 10 g e
agitacao por 45 min.

Observa-se no grafico apresentado na Figura 42 construido a partir destes
dados, que o aumento da massa de carvao leva a um implemento nas recuperagées
para os compostos DEN, NPIP. O estudo do grafico também revela a baixa
capacidade adsortiva do CA em pd para os compostos mais polares como DMN,
NMOR e NPIR, como resultado provavel de sua elevada interagdo com a matriz
aquosa.

A determinagdo dos analitos em amostras sintéticas na concentragdo de
800 pg.L‘1 permitiu a detecgdo dos compostos DMN, NMOR e NPIR junto a agua
residual indicando a possivel saturagéo da fase adsorvente ou maior interagéo dos
analitos com a matriz aquosa. Também a presenga de composto junto ao eluato de
DCM indica que o volume inicial de acetona deveria ser aumentado, porém foram
mantidos os volumes do sistema de eluicdo uma vez que o objetivo é trabalhar em

faixas de concentragées menores.
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Tabela XXVI: Variagdo na recuperagio para o processo de SPE com CA em p6,
avaliado por MEKC, usando diferentes concentracbes e diferentes massas de

adsorvente*

400 pg L™ 800 pg L™
Composto 0,5g CA %RSD 1,0g CA %RSD|0,5g CA® %RSD 1,0 g CA? %RSD
DMN 47 % 7,9 69,0 % 6,9 50,2 % 47 492 % 8,18
NMOR 390% 10,9 59,6% 6,9 457% 250 471% 1163
NPIR 37.0% 115 548% 119 | 639% 157 721% 8,95
DEN 780% 127 589% 102 [ 615% 250 86,1% 146
NPIP 748% 122 664 % 7,9 731% 244 920% 6,21

(*) 45 min agitagdo, 25 mL de amostra

100+

% de recuperagéao

B 19/400ppb DMN NMOR  NPIR DEN NPIP

[10,59/400ppb Compostos
B8 0,50/800ppb
H 19/800ppb

Figura 42: Comparagéo entre as recuperacgdes obtidas no processo de SPE com CA
em pd, avaliado por MEKC, usando diferentes concentragbes e diferentes massas
de adsorvente

As analises por MEKC permitiram o estudo direto das aguas residuais do

processo de extragdo, como esta apresentado na Tabela XXVII.
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Tabela XXVII: Distribuicdo dos compostos nos eluatos e na agua residual no
processo de pré-concentracéo a partir de 1 g de CA em pé, 25 mL de uma solugéo
padrao a de 800 ug L™ e 45 min de agitacdo

acetona DCM Recup. total | agua residual
REC % %RSD |REC % %RSD|REC % %RSD |REC % %RSD
DMN 332 183 | 16,1 22,7 | 492 8,18 | 34,8 17,04
NMOR | 288 95 | 183 152|471 11863| 30,1 15,85
NPIR 413 80 {309 103|721 895 11,2 31,10
DEN 559 109302 178|861 146 --- ---

NPIP 681 75 (198 199|920 621 | --- ---
% RSD: desvio padréo relativo percentual

compostos

Observa-se que os compostos como DMN, NMOR e NPIR permanecem junto
a agua residual em concentragbes que permitem a detecgcdo direta enquanto os
compostos DEN E NPIP n&o foram detectados na agua residual. Estes resultados
confirmam os obtidos por GC-FID. Os valores dos RSD indicam uma relativa

variabilidade, porém caracteristica dos processos de SPE em baixas concentracdes.
4.4.1.2 ESTUDO DO TEMPO DE AGITAGAO

A Tabela XXVIII apresenta os resultados referentes a variagdo no tempo de
égitagéo da amostra com o CA em pd no processo de extracdo de nitrosaminas a
partir de amostras aquosas. O estudo do tempo de agitacdo por MEKC confirma os
dados obtidos por GC-FID, revelando um incremento das recuperagbes com o
aumento no tempo de agitac@o, principalmente para os compostos de mais baixa
polaridade.

Como se pode comprovar na Tabela XXVIll, 0 aumento do tempo de agitacdo

leva a um incremento na recuperagao dos compostos principalmente DEN e NPIP.
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Tabela XXVIII: Variacéo na recuperagio para o processo de SPE com CA em pd,
avaliado por MEKC, usando diferentes tempos de agitagéo *

15 min 30 min 45 min
compostos % REC %RSD % REC %RSD % REC %RSD
DMN 47 1 23,6 63,0 7,9 447 7,9
NMOR 30,5 11,6 30,1 37,4 39,0 10,9
NPIR 39,0 7,3 36,2 10,1 37,0 11,5
DEN 54,6 56 75,5 8,4 75,0 12,7
NPIP 52,0 10,9 62,9 6,5 74.3 12,2

(*) 0,5g de carvdo ativo, mistura sintética a 400 ug L ~'- %RSD: desvio padréo relativo percentual

4.4.1.3 ESTUDO EM BAIXAS CONCENTRAGOES - 50 ug L™

Com objetivo de trabalhar em faixas de concentragbes mais baixas aplicou-se

o procedimento para maiores volumes de amostra, tendo-se optado por 200 mL de

amostra aquosa.

A Tabela XXIX reune as recuperagdes obtidas a partir da pré-concentragio de

200 mL de solucédo padréo a 50 pg L™ variando massa de adsorvente (0,5e 1,0 g) e

tempo de agitagéo (30 e 45 min).

Tabela XXIX: Variagdo na recuperagédo para o processo de SPE com CA em pb,
avaliado por MEKC, usando diferentes tempos de agitagao e diferentes massas de

adsorvente*
Compostos 30 min 45 min

0,5g %RSD 1,0g %RSD| 0,50 %RSD 1,0g %RSD
DMN nd --- nd --- nd --- nd ---
NMOR 216% 516 239% 096 |[375% 404 332% 13,8
NPIR 280% 558 402% 16,68 381% 1,72 484% 19,8
DEN 454% 8,23 50,3% 11,75|91,5% 59 790% 123
NPIP 740% 065 758% 1,74 |864% 88 889% 53

(*) concentragdo: 50 ug L, volume de amostra: 200 mL
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Os resultados confirmam os anteriores definindo assim as condigbes de
trabalho para baixas concentragdes: 200 mL de amostra, 45 min de agitag&o, 1 g de

carvao ativo em po.

4.4.1.4 CARATERIZAGAO DO METODO DE SPE/MEKC

As Tabelas XXX e XXXI| apresentam as equacgdes resultantes da regressédo
linear e os principais parametros para caracterizagdo do método SPE analisado por
MEKC, obtidos a partir da constru¢éo de curvas de calibrag@o por pré-concentragéao

de misturas sintéticas 100 e 200 mL no intervalo de 50 — 500 pg L™.

Tabela XXX: Caracterizacdo do método SPE/MEKC na faixa de 50 a 500 pg L™,
usando um volume de amostra 100 mL

Analitos Equacdo r S y/x LD LQ RSD %

DMN a=604,9+109,1 0,997 279,65 339 113,3 47
b=9,65+0,20

NMOR  a=142,0+91,8 0,994 23514 476 1585 15,4
b=5,79+0,18

NPIR a=722,3+201,8 0,993 517,16 50,9 1698 7,9
b=11,9+0,38

DEN a=-224,17+278,07 0,991 738,29 594 198,0 11,6
b=14,55+0,55

NPIP a=-893,62+300,02 0,993 768,7 532 177,21 6,0
b=16,93,2+0,58

a: coeficiente linear; b: coeficiente angular; S x/y: desvio padrdo dos residuos; r: coeficiente de
correlagdo linear; obfidos pela anélise da varidncia (ANOVA) para validagdo do método; LD limite de
detecgdo; LQ limite de quantificagdo (LD e LQ em ug.L"); RSD %: desvio padréo relativo percentual

Observa-se que o processo de pré-concentragdo fez com que os limites de
detecgdo do método MEKC que variavam entre 160 a 270 pnug L:tno processo sem

pré-concentragio (Tabeiz XiX) baixassem para os intervalos de 33,9 - 60,0 ug L"e
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22,5 - 35,0 pg L™ para 100 e 200 mL respectivamente. O processo de SPE com
carvdo ativo mostrou-se adequado para pré-concentracdo de nitrosaminas para

analise por eletroforese capilar.

Tabela XXXI: Caracterizagdo do método SPE/MEKC na faixa de 50 a 500 ug L™,
usando um volume de amostra 200 mL

analitos Equacédo r S y/x LD LQ RSD %
DMN a=1091,0+161,1 0,998 41283 27,8 926 40
b=17,3+0,31

NMOR  a=342,0+124,4 0,996 318,8 350 120,0 16,6
b=10,36+0,240

NPIR a=1568,5+148,7 0,998 3899 225 751 17,4
b=19,80+0,29

DEN a=-1761,7+233,7 0,998 5988 262 87,3 22,7
b=28,71+0,31

NPIP a=-865,8+2124 0,998 870 236 787 20,7
b=28,25+0,42

a: coeficiente linear; b: coeficiente angular; S x/y: desvio padrdo dos residuos; r: coeficiente de
correlagdo linear; obtidos pela andlise da varidncia (ANOVA) para validagdo do método; LD limite de
detecgdo; LQ limite de quantificagdo (LD e LQ em ug. L"); RSD %: desvio padrso relativo percentual

4.4.1.5 APLICAGAO A AMOSTRAS SINTETICAS AQUOSAS

A Tabela XXXIl apresenta os resultados da aplicacdo da metodologia
desenvolvida a amostras sintéticas aquosas. A aplicacdo do método SPE com
carvao ativo em po e andlise por MEKC a diferentes misturas sintéticas aquosas
permitiu determinar os analitos com um erro variando de 1,2 - 31,4% dependendo da
nitrosamina, conforme resultados apresentados nesta tabela.

A Figura 43 apresenta os eletroferogramas para os eluatos de acetona e DCM

obtidos para amostra 3, como exemplo da aplicagao.
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Tabela XXXII: Aplicacdo da técnica de SPE associada a MEKC para a analise de
amostras sintéticas nas condi¢des definidas no item 4.4.1.3

Amostra sintética  Analito conc. adicionada conc. encontrada  Erro (%)

ug.L” pg.L”

DMN 300 237 -21,0

NMOR 50 44 -12,0

1 NPIR 300 277 -7,7
DEN 1000 988 -1,2

NPIP 800 734 -9.0

NMOR 700 617 -11,9

2 NPIR 900 882 -3,0
DEN 200 168 -6,0

NPIP 400 333 -6,8

DMN 300 206 -31,3

NMOR 500 343 -31,4

3 NPIR 800 570 -28.,8
DEN 600 633 +5,5

NPIP 300 252 -16,0
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Figura 43: Comparagéao entre os eletroferogramas dos eluatos de acetona e DCM
para amostra sintética 3 apds a pré-concentragéo por SPE com carvao ativo em pé

nas condi¢des definidas no item 4.4.1.3
Condigbes: inje¢do eletrocinética 10 kV tempo 10 s, voltagem de separagdo 10 KV, tampé&o 5 (80
mmolL" de SDS, pH 6,6, 50 mmolL™" fosfato/borato e sem CD)
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4.4.1.6 APLICAGAO A AMOSTRAS REAIS

Conforme esta descrito no capitulo 3, foram analisadas duas marcas de
salsicha em conserva (enlatadas):

Amostra A: salsicha de marca brasileira (anélise da massa da salsicha), e

Amostra B: salsicha de marca espanhola defumada (analise do liquido de

conserva e a da massa da salsicha).

4.4.1.6.1 LIQUIDO DE CONSERVA BRUTO

Primeiramente o liquido de conserva bruto da amostra B, sem sofrer o
procedimento de destilagdo a vacuo por arraste de vapor, foi submetido ao processo
de pré-concentragdo com carvao ativo em po.

Os eletroferogramas dos eluatos de acetona e DCM bem como do eluato de
DCM marcado com 5 mg L™ de cada padréo, estdo apresentados na Figura 46. Pela
comparagao entre estes eletroferogramas observa-se a presenga de varios picos
que se sobrepdem e correspondem a compostos que coeluem com as nitrosamiﬁas.
Seus espectros coincidem em mais de 98% com os das nitrosaminas, mas como 0
grupo croméforo NNO gera espectros na zona do UV sem muitos detalhes, serve
apenas como um indicativo da possivel presenga dos analitos. Uma técnica mais
segura para identificacdo dos compostos é exigida. Para melhorar a avaliagao foi
construida uma biblioteca de espectros UV-Vis para cada um dos padrbes, ao se
comparar os espectros gerados pelos picos do eletroferograma e a biblioteca,
encontraram-se graus de coincidéncia bastante elevados para todos os compostos.
A Figura 45 apresenta uma comparagao entre o espectro obtido a partir da analise
do pico identificado como DEN em uma amostra fortificada e os dados da biblioteca,
criada no equipamento, a partir de padrées. Como pode ser observado, o grau de
semelhanga do espectro da amostra com os espectros padrdées € superior a 98 %
para DEN, NMOR e NPIR (coeficiente de similaridade de 0,9877, 0,9860 e 0,9851

respectivamente).
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- DCA marcado

L SRS

1'0 1'5 20 tempo em minutos

Figura 44. Comparacao entre os eletroferogramas dos eluatos obtidos da SPE com
carvdo ativo em p6 aplicada ao liquido de conserva da amostra B, sem destilar

(A) acetona; (B) DCM; (C) DCM marcado com de 5 mg L™ da mistura de padrées.
Condigdes descritas na Tabela XlI, pagina 59

1
1« ( Library: C:APACEALIBRARYANITRO.LIB )
% 1 Search Spectrum Ret. Time: 14.533 Min
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Similarity Index: 0.9851
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Figura 45: Comparacéao entre os espectros de UV-Vis da biblioteca e do possivel
analito DEN detectado no liquido de conserva da amostra B
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4.4.1.6.2 LIQUIDO DE CONSERVA DESTILADO

A Figura 46 apresenta os eletroferogramas dos eluatos de acetona obtidos na

extracdo do destilado do liquido de conserva da amostra B.

NPIR

DEN
NPIP

(A)

T T T

5 10 15 20
termpo em minutos

NMOR

Figura 46: Comparacao entre eletroferogramas obtidos a partir dos eluatos de
acetona usando CA em p6 e 150 g de liquido de conserva destilado

(A) amostra fortificada com 1 mg L™ (B) amostra sem marcar
Condigdes descritas na Tabela XlI, pagina 59

Ao passar o liquido de conserva da amostra B pelo processo de destilagao a
vacuo por arraste de vapor, os eletroferogramas revelaram a reducgio das areas e,
em muitos casos, a eliminagao dos compostos considerados interferentes na analise
anterior, permitindo a detecgdo dos compostos no eluato de acetona. Isto indica que
o processo de destilagdo junto com o processo de pré-concentragdo com carvao
ativo & adequado para o clean up deste tipo de amostra.

O estudo dos eluatos, pela coincidéncia dos tempos de migragéo, espectros,
e aumento da area dos picos na amostra fortificada antes do processo de destilagéo,
sugere a presenca dos compostos NMOR, NPIR, DEN e NPIP, indicados na Figura
46. O composto DMN sofre interferéncia de um composto que apresenta o mesmo

tempo de migracéo eletroforética.
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A Tabela XXXIIl apresenta os resultados obtidos a partir do estudo de

amostras fortificadas e nao fortificadas do liquido de conserva para amostra B.

Tabela XXXIII: Valores de recuperacao obtidos para os compostos a partir de 150 g
do destilado do liquido de conserva da amostra B

amostra sem amostra fortificada
compostos marcar com1mgkg'  diferenca % REC
Conc.* % RSD Conc.* % RSD
NMOR 0,02 2,5 0,36 9,7 0,34 34,0
NPIR 0,12 1,8 0,42 9,1 0,30 29,5
DEN 0,02 55 0,26 8,5 0,24 245
NPIP 0,02 2,1 0,23 8,6 0,21 21,2

(*) em mg.kg'

Os baixos valores de recuperagéo obtidos para os compostos podem ser
devidos a alta concentragéo de padrdo adicionado (1 mg kg™), ndo sendo totalmente
extraido durante a destilagéo a vacuo por arraste de vapor.

O elevado valor encontrado para o composto NPIR confirma dados da
literatura que indicam este composto como sendo a nitrosamina majoritaria em

produtos carnicos.
4.4.1.6.3 MASSA DA SALSICHA

A Figura 47 apresenta a comparacéao entre os eletroferogramas de um padrao
de 10 mg kg™ (A), do eluato de acetona a partir de uma amostra (massa da salsicha
B) fortificada com 100 pg kg (B) e 0 mesmo eluato adicionado com a mistura
padrdo (C). Este procedimento confirma, através do aumento das areas, a
identificacdo dos picos como os analitos adicionados a amostra original. O primeiro
pico, que esta sem identificacdo € referente ao metanol utilizado na preparagéo dos
padroes. A Tabela XXXIV apresenta os valores de recuperagdo obtidos para a

analise da massa de salsichas da amostra B.
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10 15 20
tempo em minutos

Figura 47: Comparacdo entre eletroferogramas: (A) mistura padrdo a 10 mg L™,
(B) eluato com acetona do destilado da amostra B marcado com 100 pg kg™ da
mistura padréo de nitrosaminas, (C) eluato com acetona da amostra B marcado com

5mg L da mistura padrao de nitrosaminas
Condigdes descritas na Tabela XllI, pagina 59

Tabela XXXIV: Valores de recuperacéo obtidos para os compostos a partir de 150 g
do destilado da massa da salsicha Amostra B

amostra fortificada com amostra sem

compostos 100 pg kg™ marcar % REC
conc.* %RSD conc.* %RSD

NMOR 85,0 50 15,5 13,8 69,5

NPIR 29,3 15,9 8,3 12,2 11,6

DEN 67,3 10,0 3,5 0,90 63,8

NPIP 64,5 19,0 56 7,5 58,9

(*) concentragbes em yg.kg"
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Embora a comparagao dos espectros apresente altos valores de coincidéncia,
podemos observar que as concentragbes de alguns compostos apresentam-se
elevados sugerindo uma possivel coeluicdo de outros compostos presentes na
matriz da amostra. Mesmo assim, o composto NPIR apresenta relativamente
elevado valor de concentragao, de acordo com o esperado, apesar de apresentar
baixa recuperagéo.

A Figura 48 apresenta comparacdo entre os eletroferogramas do mesmo
eluato de Acetona (amostra A), sendo que no eletroferograma (A), foi adicionado
com 5 mg L' dos padrées. Fica bastante claro a localizagdo dos possiveis picos
correspondentes aos analitos identificados. A analise dos espectros de absorgao dos
picos identificados apresenta graus de semelhanga com os obtidos a partir dos
padrdes de nitrosaminas variando de 85 — 99%. Os compostos NPIP, NMOR e NPIR
foram confirmados por GC/MSD, o que sugere que o método SPE/MEKC permite a
determinagdo dos compostos. Os resultados desta analise estdo tabulados na
Tabela XXXV.

25

20 tempo em minutos

Figura 48: Comparagéo entre eletroferogramas: (a) eluato de acetona para amostra
A (b) repeticdo do mesmo eluato, adicionado de 5 mg L™ de mistura padréo
Obs.: os picos pintados pertencem a interferentes da matriz, comuns as duas

amostras
Condigbes descritas na Tabela XlI, pagina 59
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Tabela XXXV: Resultados obtidos para a analise quantitativa da massa de salsicha
da amostra A, usando SPE com CA em pé e MEKC

composto % sem. conc.* %RSD FC Valor corrigido

DMN 89 31 101 20 6,1 ug kg™
NMOR 99 32 63 14 4,5 ug kg™
NPIR 95 72 226 86  620pugkg’
DEN 91 46 102 1,5 6,9 ug kg™
NPIP 85 79 117 17 134ugkg’

(*) concentragbes em yg.kg";% sem.: percentual de semelhanga dos espectros;
% RSD: desvio padro relativo percentual; FC: fator de corregédo

4.4.2 ESTUDO DO USO DE CARVAO ATIVO GRANULAR

O procedimento com carvao ativo em pd apresentou resultados que
permitram a determinacdo de nitrosaminas ao nivel de pg kg' (ppb), porém o
procedimento € muito trabalhoso, lento e expbe o analista a elevados riscos de
contaminag¢do. Em fun¢ao disto os estudos foram direcionados para o uso do carvao
granular, com o qual se pode trabalhar no processo de leito fixo (em coluna). Isto
representa uma redugao no tempo de analise, ganho em segurang¢a para o pessoal
de laboratério e menor manuseio da amostra, reduzindo o risco de contaminagao .

4.4.2.1 OTIMIZAGAO DO PROCEDIMENTO DE SPE EM LEITO FIXO

Através dos dados da literatura e dos resultados obtidos para o carvao em po
optou-se por usar 1 g de massa de adsorvente. Iniciou-se testando o método em
amostras aquosas.

O fluxo da amostra aquosa através do leito de carvao ativo, no processo de
adsor¢do, foi otimizado utilizando uma mistura sintética com diferentes
concentragdes e analisando o extrato através de MEKC. Os resultados estao

apresentados na Figura 49, e representam a média de, pelo menos, trés
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determinagbes, cujo desvio padréo relativo percentual das medidas de area variou
entre 2,28 e 11,68 %.

[72]

o W 1,5mL/min

® B2,5 mL/min
B 5,0 mL/min

DMN NMOR NPIR DEN NPIP
compostos

Figura 49: Variagdo das areas dos picos no eletroferograma para os compostos de
acordo com a variagdo no fluxo da elui¢do da amostra aquosa usando SPE com
carvao ativo granular

Através da observagdo da Figura 49 determinou-se que o fluxo de 2,5 mL
proporciona melhores recuperagdes para todo conjunto de nitrosaminas. Quando o
processo & conduzido com a méxima vazdo (5 mL min" — torneira totalmente
aberta), ocorrem significativas redugdes nas areas dos compostos NPIP, NPIR,
DEN, indicando a necessidade de um tempo de contato um pouco maior para

efetivar a adsorgéo.

4.4.2.2 ESTUDO DAS RECUPERAGOES E SATURAGAO DA FASE PARA
CARVAO ATIVO GRANULAR

As nitrosaminas apresentaram comportamento semelhante ao descrito pelo
processo com carvao ativo em pd. O processo de eluigdo € mais eficiente com CA
granulado, com a totalidade dos compostos sendo arrastados com o primeiro volume
de acetona. A Figura 50 ilustra a distribuicio dos compostos no eluato de acetona,

de DCM e na &gua residual para 200 mL de uma amostra sintética a 1000 ug L™
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DMN NMOR NPIR DEN NPIP
compostos

Figura 50: Variagdo das areas dos picos dos compostos no eluato de acetona, de
DCM e na agua residual para 200 mL de uma amostra sintética 1000 pg L™, usando
SPE com CA granular e MEKC

Observa-se nesta figura que a acetona consegue recuperar a grande maioria
dos compostos em sua quase totalidade.

A Tabela XXXVI apresenta os resultados para o estudo das recuperagdes
usando diferentes concentragbes de nitrosaminas em amostras aquosas. Observa-
se nesta tabela que em baixa concentragdo (50 ug LY nenhum composto foi
detectado na agua residual, indicando maxima adsor¢ao no carvao ativo. Por outro
lado, nesta concentragdo a detecgdo fica bastante prejudicada e a agua residual
teria que sofrer um processo de pré-concentragao para permitir a concluséo de que
nenhum composto seria detectado.

A partir de 800 ug L, o estudo direto das aguas residuais do processo de
SPE permitiu a detecgdo dos compostos DMN e NMOR (mais polares). Este fato é
confirmado com o estudo de amostras sintéticas mais concentradas (1000 pg L™),
neste caso a percentagem de recuperagao € reduzida assim como a percentagem
de compostos que permanecem junto a agua residual sofre um incremento. Este fato

pode indicar a saturagéo da fase estacionaria na concentragdo de 1000 ug L.
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Tabela XXXVI: Estudo das recuperagdes para SPE com CA granular analisado por
MEKC, usando trés diferentes concentragbes da amostra sintética aquosa

20 ug250mL (800 ug L") {10 ug 200 mL (50 pg LY)| 200 pg 200mL (1000 pg L)

eluato de eluato de agua eluato de

acetona aguaresidual |acetona residual acetona agua residual
%REC % RSD %REC %RSD|%REC % RSD %REC|{%REC %RSD %REC % RSD

DMN 712 6,3 292 40 |293 52 nd | 193 564 0602 42
NMOR 371 50 100 90 516 110 nd [ 216 262 587 50

Compostos

NPIR 66,8 6.0 nd -- | 580 71 nd | 420 11,8 131 24
DEN 783 40 nd -- 1818 28 nd | 396 59 nd --
NPIP 1036 40 nd -- (1076 42 nd | 392 364 nd --

* nd : ndo detectado;

4.4.2.3 CARACTERIZACAO DO METODO DE SPE COM CARVAO ATIVO
GRANULAR E ANALISE POR MEKC

O procedimento em leito fixo apresentou maior precisdo e exatiddo quando
comparado ao procedimento em batelada. As equagdes resultantes da regressao
linear e os principais parametros para caracterizagédo do método de SPE com caNéo
ativo granular analisado por MEKC encontram-se na Tabela XXXVIIl. Estes dados
foram obtidos a partir da construgdo de curvas de calibragdo por pré-concentragdo
de 200 mL de misturas aquosas sintéticas, entre 10 e 200 ug L™.

Observa-se que os limites de detec¢do variaram entre 3,4 — 9,6 ug LT,
estando dentro da faixa exigida como pré-requisito para determinacdo de
nitrosaminas. O estudo também permitiu a determinagao de % RSD variando de 1 a
13,6 entre as medidas de area. A aplicagdo da metodologia a amostras sintéticas
permitiu a estimativa de um erro relativo entre 1 e 8 % sendo que o maior valor &
referente a DMN, composto que apresenta menor recuperagéo e que esta na

amostra sintética estudada em menor concentragao, conforme a Tabela XXXVIII.
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Tabela XXXVII: Caracterizagdo do método de SPE com CA granular e analise por
MEKC, usando 200 mL de amostra sintética aquosa

Analitos Equacédo y =a + bx r S y/x LD LQ RSD %
DMN  a=101,59 +150,4 0,996 332,60 94 31,3 56
b=47,9 + 1,32
NMOR  a=1173,35 79,1 0999 1749 34 1134 136
b=69,7 +0,69
NPIR  a=1769,1+304,9 0993 517,16 96 324 10
b=94,00 +2,68
DEN ~ a=1565,9+303,4 0,99 67117 95 316 114
b=96,01 +2,69
NPIP a=1411,61224,8 0,999 49719 46 154 28
b=146,0 +1,98

a: coeficiente linear; b:coeficiente angular; S x/y (desvio padrdo dos residuos); r: coeficiente de
correlagéo linear, obtidos pela anélise da variancia (ANOVA) para validagdo do método,; LD limite de
detecgdo; LQ limite de quantificagdo (LD e LQ in ug L) ; RSD %: desvio padréo relativo percentual

Tabela XXXVIII: Estudo do erro percentual para a analise de uma amostra aquosa
sintética analisada por MEKC nas condig¢bes otimizadas da SPE com CA granular

analito Conc. adicionada*  Conc. encontrada*  Erro (%)

DMN 0,050 0,046 -8,0
NMOR 0,100 0,098 -2,0
NPIR 0,250 0,246 -1,6
DEN 0,300 0,293 -2,3
NPIP 0,200 0,206 +3,0

(*) concentragdo medida em mg L™’

A melhora dos limites de detec¢do em relagéo ao processo com carvao ativo
em po se deve, provavelmente, a redugio das perdas e a melhor repetibilidade do
método. Como os limites de detecgao foram calculados a partir do desvio padrao do
coeficiente linear, uma maior concordancia dos resultados implica em menores
valoresde LD e LQ.
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A comparacao dos coeficientes angulares evidencia que os compostos DEN,
NPIR, NPIP apresentam maiores valores como resultado direto dos seus valores de

recuperagodes e fatores de resposta.

4.5 ANALISE DE AMOSTRAS REAIS POR SPE COM CARVAO ATIVO
EM PO POR CROMATOGRAFIA GASOSA

4.51 CROMATOGRAFIA GASOSA COM DETECTOR POR IONIZAGAO EM
CHAMA

A Tabela XXXIX apresenta os resultados para a analise qualitativa e
quantitativa para o eluato de acetona de uma amostra de salsicha da amostra A
(destilado a vacuo por arraste de vapor da massa de salsicha da amostra A —
salsicha de origem brasileira).

Tabela XXXIX: Analise qualitativa e quantitativa do eluato com acetona da amostra
A obtido por SPE com CA em pé e GC/FID

Compostos Fator de corregao*™ conc. %RSD Valor corrigido
DMN 6,9 nd -- -

DEN 2,3 nd -- -

NPIR 7.1 0,90 10,0 0,71
NMOR 7,9 5,71 44 45 1
NPIP 2,0 050 21,4 1.0
DBN 3,5 0,50 20,1 1,75
*massa de salsicha usada: 150 g Resultados expressos em yg.kg"

** fator de correg8o que leva em conta as recuperagdes obtidas

O elevado valor encontrado para a concentragdo da NMOR (45,1 ug kg™),
sugere a presenca de algum interferente e indica a necessidade de confirmagéo

através de outra técnica, por exemplo, GC/MSD.
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4.5.2 CROMATOGRAFIA GASOSA COM DETECTOR DE ESPECTROMETRIA DE
MASSAS

4.5.2.1 ANALISE QUALITATIVA
4.5.2.1.1 ANALISE DO LiQUIDO DE CONSERVA DA AMOSTRA A

A Figura 51 apresenta o cromatograma obtido via GC/MSD para o eluato de
diclorometano do liquido de conserva bruto (sem destilar) da amostra A. A Figura 52
apresenta o cromatograma obtido via GC/MSD para o eluato com diclorometano do
destilado do liquido de conserva da amostra A e a Figura 53 apresenta o
cromatograma obtido via GC/MSD para o eluato com DCM do destilado da massa de
salsichas da amostra A. Todos os cromatogramas foram obtidos usando-se a coluna
HP-1. O DCM foi evaporado até 1 mL tendo sido adicionado o padréo interno na
concentracdo de 2 mg L™ a cada um dos extratos.

Percebe-se na Figura 51apenas a presenga da NPIR, na Figura 54
encontraram-se os compostos NPIR, NMOR e NPIP e na Figura 53 identifica-se a
presenga da NPIR e NPIP.

Conforme pode ser visualizado nas trés Ultimas figuras, o modo SIM de
analise no sistema GC/MSD permite a identificagdo seletiva dos compostos, mesmo
que a matriz apresente outros componentes. Esta identificacdo seletiva é
representada pelos cromatogramas de ions selecionados apresentados na base das
figuras. Os circulos azuis apontam a identificagdo de forma inequivoca dos
compostos. Estes cromatogramas sao obtidos a partir da selegéo dos ions
correspondentes a cada uma das nitrosaminas estudadas, conforme esta ressaltado

na Tabela XI, pagina 58
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15 .
tempo de retencdo fmin}

Figura 51: Cromatograma (GC/MSD — modo SIM) do concentrado obtido a partir da
analise direta do liquido de conserva das salsichas, via SPE com CA em pé. Coluna -

HP-1 e padréo interno na concentragdo de 2 mg L
Condic8es descritas na Tabela Xl, pagina 58

5 10 tempo em minutos 15

Figura 52: Cromatograma (GC/MSD — modo SIM) do concentrado obtido a partir da
analise do destilado obtido do liquido de conserva das salsichas, via SPE com CA
em po. Coluna HP-1 e padrdo interno na concentracdo de 2 mg L™

Condig8es descritas na Tabela X1, pagina 58
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T Y

5 10 15 ternpo em minutos

Figura 53: Cromatograma {(GC/MSD ~ modo SIM) do concentrado obtido a partir da
massa das salsichas, via SPE com CA em pd. Coluna HP-1 e padréo interno na

concentracac de 2 mg L™
Condigbes descrifas na Tabela X, pagina 58

4.5.2.2 ANALISE QUANTITATIVA DAS AMOSTRAS

A Tabela XL apresenta as concentragbes da nitrosaminas encontradas nas
amostras analisadas. Os resultados apresentam a meédia de pelo menos trés
determinagdes e o0s desvios padrdes estdo representados juntc aos valores
encontrados. Os limites estdo de acordo com as exigéncias dos 6rgdos de controle

internacionais” .
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Tabela XL: Resultados obtidos para a analise quantitativa da amostra A usando
SPE com CA em p6é e GC/MSD

Analitos  %REC %RSD EC Lig.Bruto Lig. dest Massa salsicha LD*
Conc* Conc* Conc* VCor*
DMN 48,9 8,52 19 nd nd nd --- 0.2
DEN 481 19,1 2.2 nd nd nd .- 0.1
NPIR 16,3 1544 81 nd 0,36+0,01 0,28+0,01 2,27 0.2
NMOR 150 1597 84 nd 0,2840,01 nd - 0.2
NPIP 50,3 3569 22 0,63+0,01 0,2310,01 0,35+0,01 0,77 0.2
DBN 246 36,97 38 nd nd nd --- 0.3

(*) valores em Lg.kg-!

REC Recuperagéo a partir de 150 g de amostras sélida fortificadas com 200ug kg"

VCor: Valor corrigido em fungdo das recuperagbes FC: Fator de corregdo para a amostra sélida
nd = ndo detectado, ou seja, ausente ou em concentragdo inferior ao limite de detecgdo do método

Como pode ser observado, os valores encontrados estdo dentro de limites
relativamente baixos, com maiores quantidades das nitrosaminas no liquido de
conserva.

Os valores obtidos no liquido de conserva apds a destilagdo indicam o valor
de recuperagéo para o composto NPIP de 36,0 %. Porém os compostos foram
detectados, na sua maioria somente no eluato de DCM, o que indica que os valores
encontrados sdo menores do que os reais, indicando uma maior retengdo na

superficie do carvao.
4.5.2.2 ANALISE QUANTITATIVA DAS AMOSTRAS FORTIFICADAS

As Figuras 54 e 55 apresentam os cromatogramas dos eluatos de acetona e
de DCM obtidos a partir da pré-concentragdo de uma amostra fortificada com
200 pg kg' dos padrées de nitrosaminas. O eluato de acetona se apresenta
bastante seletivo em relagéo aos analitos, enquanto que no eluato de DCM, tem-se

um numero muito maior de compostos, indicando sua seletividade.
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Figura 54: Cromatograma (GC/MSD - modo SIM) do concentrado obtido a partir do
eluato de acetona de 150 g de massa das salsichas (amostra A) fortificada com
200 ug kg™, via SPE com CA em pé. Coluna HP-1 e padréo interno na concentragéo
de2mgl™

Condigdes descritas na Tabela Xi, paging 58

Em muitos casos, para amostras nao fortificadas, foram detectados somente
os analitos no eluato de DCM sendo que em algumas amostras nenhum analito foi
detectado. O DCM tende a arrastar um maior numero de compostos onde se
destacam os lipidios presentes no tipo de amostras estudadas.

A metodologia utilizando carvéo em pd apresentou-se com grandes variagdes
nos valores de recuperagdo, e em alguns casocs os compostos ndo foram
detectados. A dificuldade de eluicdo dos compostos adsorvidos no carvdo em pé e

um dos fatores que afeta a variabilidade das recuperagdes.

PEDRO JOSE SANCHES FILHO



NITROSAMINAS — APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

13428

| W

—
4
2

- Mwa.«m
1 ¥ 74,0071
A i ;t**mﬂmoc
b prmanfulth 116.00
byt rh, T WY MM“‘W‘*‘\15{UU

10 2
Figura 55: Cromatograma (GC/MSD — modo SIM) do concentrado obtido a partir do

eluato de DCM de 150 g de massa das salsichas (amostra A) fortificada com

200 pg kg, via SPE com CA em pé. Coluna HP-1 e padrdo interno na concentragéo
de2mglL™
Condigbes descritas na Tabela Xl, pagina 58
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4.6 ANALISE DE AMOSTRAS REAIS POR SPE COM CARVAO ATIVO
GRANULAR POR CROMATOGRAFIA GASOSA

4.6.1 CARACTERIZAGAO DO METODO POR SPE/GC/FID COM CARVAO ATIVO
GRANULAR

Na Figura 56 esta apresentada a comparagéo entre o cromatograma de uma
mistura padrdo a 10 mg L™ e os cromatogramas referentes aos eluatos de acetona
resultantes do processo de pré-concentragdo de 200 mL de amostras aquosas
sintéticas de 200 ug L'e10 ug L. Através da comparacgao dos tempos de retengdo
observa-se a presencga de todos os compostos confirmando a capacidade do método
em detectar os compostos na faixa de 10 pug Lt que é exigido para andlise de

nitrosaminas™.

128

PEDRO JOSE SANCHES FILHO



NITROSAMINAS — APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

0.5 § % Ig

DEN

my

DEN
NPIR
NWOR

0.51

it ]
L L L__ N @

5 10 15 20
tempo em minutos

Figura 56: Comparagédo entre os cromatograma (GC/FID) da solugcdo padrao a
10 mg L (A) e dos eluatos de acetona de solugdes aquosas a 10 ug L™ (B) e 200

ng L™ (C) submetidas ao processo de SPE com CA granular
Coluna HP-1 e padrdo interno na concentragdo de 2 mg L
Condigbes descritas na Tabela Xl, pagina 58

A Tabela XLI apresenta os parametros para caracterizacdo do método
SPE/GC/FID usando carvao ativo granular, obtidos através da construgdo de curvas
de calibracdo a partir da pré-concentragdo de 200 mL de amostras sintéticas
aquosas. Os resultados demonstram que o método apresenta uma relagao linear
para faixa de concentragdo de 10 a 200 ug L™ (ppb). Observa-se que os limites de
deteccao atingem valores inferiores a 10 pg L.

Observam-se variagdes bastante elevadas nos desvios padrao, porém estdo
dentro de valores aceitdveis quando se trabalha na faixa de pg L™ (ppb). O
comportamento geral concorda com os valores obtidos para carvao ativo em p6,
onde os maiores valores de recuperagao foram obtidos para os compostos DEN,

DBN, NPIP.
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Tabela XLI: Caracteristicas e equagdes das retas referentes ascurvas de calibragéo para o método de SPE/GC/FID usando 1 g de
carvao ativo granular e 200 mL de solug@o aquosa na concentragéo de 10 pg L' a200 pg L™

) Equagéo da reta
Areas relativas para solugdes em diferentes concentragdes(ug L-1) Y=bx+a

0 * 0
10 %RSD 30 %RSD 50 %RSD 100 %RSD 200 %RSD a b r %REC'%RSD LD LQ
DMN 0032 138 0,053 170 0404 145 0311 40 0513 24 -0,0063:0,005 00027 0.9771 158 17,8 28,56 65,19

DEN 0142 39 0470 10,7 0523 220 1318 46 2732 05 0,0288+0,021 0,0137 0,9937 448 263 4,60 1533
NPIR 0068 05 0112 128 0312 116 0697 1,3 1572 06 -0,0846+0,037 0,0082 0,994 31,9 17,9 13,54 4512
NMOR 0071 13 0121 152 0361 292 0658 47 1272 02 -0,0067+0,021 0,0065 0,9927 352 378 9,69 32,31
NPIP 0273 95 0797 19 0999 156 1811 25 3448 05 -0,193£0,072 0,0163 0,9967 57,0 208 1,10 3,67
DBN 0293 74 0851 28 1529 108 2445 31 5167 51 0,0946+0,043 0,0252 09957 76,0 327 5,17 17,22

a : coeficiente linear b: Coeficiente angular r: fator de correlagéo LD e LQ: Limite de detecgdo e quantificagdo em pg L
obs.: andlises realizadas, pelo menos, em triplicata REC™ recuperagbes para uma solugdo a 50 ug L?

compostos
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Os demais compostos, em fungdo da alta polaridade e, consequente forte
interagcéo com a matriz aquosa e perdas durante o processo, levam a recuperagdes
mais baixas. Os valores obtidos para os limites de detec¢do e quantificagdo mostram
que os compostos com maiores valores de recuperacdo nas extragcdes e maiores
fatores de resposta no equipamento GC/FID apresentam limites de deteccdo com
valores mais baixos, como é o caso da NPIP e DBN. Ja os compostos mais polares
como a DMN NMOR e NPIR apresentam vaiores para os limites de deteccdo mais

elevados

4.6.1.2 APLICACAO DA METODOLOGIA SPE/GC/FID A MISTURA SINTETICA
AQUOSA COM CARVAO ATIVO GRANULAR - CALCULO DAS
RECUPERAGOES DO PROCESSO

Para avaliar a exatiddo do processo de SPE com carvao granular foi
preparada uma mistura sintética como indica a Tabela XLIl. Para determinar um
fator de calibragc&o a ser usado nas amostras pré-concentradas, submeteram-se ao
processo de pré-concentragdo, em paralelo 200 mL de uma mistura sintética e 200
mL de um padrdo 50 ug L™ (ppb). Uma vez que através do estudo da curva de
calibragdo comprova-se a relagdo linear entre a concentracdo do analito e o sinal
gerado no equipamento de anadlise, para faixa de concentragdo de trabalho, a
concentracdo das misturas sintéticas foram calculadas utilizando este fator de

calibracao conforme a férmula abaixo:
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Tabela XLI: Estudo da exatiddo do processo de SPE usando carvéo granular e
GC/FID

Composto valor correto valor encontrado % RSD erro absoluto % erro relativo

DMN 50 56,3 19,5 +6,3 +12,4
DEN 50 40,1 20,0 -9,1 -18,2
NPIR 150 154,6 8,6 +4,6 +3,1
NMOR 100 124,9 9,2 +24.9 +4,9
NPIP 50 47,4 15,0 -2,6 -5,2
DBN 30 243 14,8 -5,7 -19,0

A utilizagdo deste fator de calibragcdo no calculo das concentragdes ja
considera todas as possiveis perdas durante o processo de SPE e representa um
ganho de tempo de analise mantendo o erro em uma faixa aceitavel para faixa de
concentragdo estudada.

Os resultados concordam com os obtido por SPE/MEKC para o carvao
granular. O uso do fator de calibragdo permitiu a determinagdo dos analitos com

erros variando entre 3,1 - 24,9 %

4.6.1.3 APLICACAO DA METODOLOGIA DE SPE COM CARVAO ATIVO
GRANULAR E GC/FID A AMOSTRAS REAIS

A Figura 57 apresenta a comparagao entre os eluatos de acetona de uma
amostra fortificada com 200 ug L™ e da amostra sem adigdo de padrdo. O aumento
de area e a coincidéncia entre os tempos de retengdo sugerem a presengas dos
compostos DMN, NPIR, NMOR, NPIP.

A Tabela XLIII apresenta os dados relativos a analise quantitativa da amostra

A (massa de salsicha de marca brasileira).
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sem adicdo de padrdo
com adigdo de padrdo

w4

tempo em minutos 10

NMOR
DBN

NPIP

Pl

NPIR
E

15 20 tempo em minutos

Figura 57: Comparagao entre os cromatograma dos eluatos de acetona obtidos por -
SPE com CA granular do destilado da massa de salsicha da amostra A com e sem

adicao de padréo, GC/FID.Coluna HP 1
obs: O cromatograma foi dividido em duas partfes para melhor visualizagcdo dos picos
Condigdes descritas na Tabela XI, p4agina 58

Tabela XLIlI: Analise quantitativa do extrato do destilado por arraste de vapor a
vacuo da massa de salsicha da amostra A, obtido por SPE com carvdo ativo
granular e GC/FID

Compostos % REC* % RSD Fator de correcéo conc Valor corrigido
DMN 51,7 30,2 1,9 13,9 26,4
DEN 38,3 17,8 2,6 nd ---
NPIR 13,5 40,8 7.4 1,1 8,14

NMOR 38,8 32,3 26 167,1 334,2
NPIP 65,7 37,3 1,5 12,4 27,9
DBN 72,3 7.8 3,7 0,5 1,85

nd = ndo detectado, ou seja, ausente ou em concentragdo inferior ao limite de detecg¢do do método
{*) recuperagdo a partir de amostras fortificadas com 200 ug kg"
Conc: Concentrag&o em 200 yg kg’ na massa da salsicha
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Observa-se valores elevados para DMN o que pode ser em decorréncia da
coeluicdo de algum outro composto ou mesmo o proprio solvente uma vez que, no

equipamento GC/FID as analises s&o feitas no modo splitless.

4.6.2 ANALISE DE AMOSTRAS REAIS POR SPE/GC/MSD COM CARVAO ATIVO
GRANULAR

4.6.2.1 DESTILADO DA MASSA SALSICHA DA AMOSTRA A

Os resultados obtidos através da aplicagdo da metodologia SPE/GC/MSD a
amostras de destilado a vacuo por arraste de vapor da massa de salsicha da

amostra A estdo expressos na Tabela XLIV.

Tabela XLIV: Analise quantitativa do extrato do destilado por arraste de vapor a
vacuo da massa de salsicha da amostra A, obtido por SPE com carvao ativo
granular e GC/MSD

composto % REC % _amostra néao _1 % Fator Qe *Vglgr LD )
RSD fortificada (ug kg”') RSD  corregéo corrigido ug kg
DMN 38,4 233 1,49 9,5 26 3,87 0,2
DEN 47,3 16,4 0,96 6,0 2,1 2,01 0,1
NPIR 10,9 34,8 1,08 12,0 9,1 9,83 0,1
NMOR 252 13,9 0,17 15,9 40 0,68 0,1
NPIP 386 12,5 2,0 11,1 2,6 52 0,1
DBN 61,7 152 nd --- 1,6 --- 0,1

nd = ndo detectado, ou seja, ausente ou em concentragéo inferior ao limite de detecgdo do método
LDs calculados considerando 3 vezes o valor da drea média do ruido obtido a partir de um branco de

toda metodologia.* Concentragdo em ng kg'1

A combinacdo dos tempos de retencdo em diferentes fases estacionarias e
dos espectros de massa com o estudo de amostras adicionadas, permitiu comprovar
a presenca dos compostos DMN, DEN, NPIR, NMOR e NPIP. A Figura 58 ilustra
esta combinagdo, nela aparece um cromatograma de um eluato de acetona
referente a amostra A sem adicdo de padrao em coluna HP-1 (58 B) e Carbowax
20M (58 D) e com adicao de 200 ug kg™ de padrées com coluna HP-1 (58 Ae 58 C).
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Figura 58: Cromatogramas (GC/MSD) do eluato de acetona obtido pela aplicagao
da SPE com CA granular do destilado da amostra A: (A) fortificada com 200 pg kg™
e usando coluna HP1; (B) sem marcar também usando coluna HP1; (C) Zoom da

Figura 60A e (D) Zoom da amostra sem marcar analisada em coluna Carbowax 20M
Condigbes descritas na Tabela X|, pagina 58
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As Figuras 58 C e 58 D correspondem ao “Zoom” dos respectivos
cromatogramas, enfatizando a regidao em que aparecem os compostos de interesse.
A tilizagdo do modo SIM gerou cromatogramas com menor numero de picos
eliminando a interferéncia de alguns compostos sobre a NPIR, NMOR e NPIP que
ocorria em SPE/GC/FID. Os valores de recuperagao apresentados na Tabela XLIV
seguem o0 mesmo comportamento detectado por SPE/GC/FID. A combinagdo das
analises feitas nas colunas HP1 e Carbowax 20 permitiu uma confirmagéao adicional
da presenga dos compostos pela mudanga nos tempos e na ordem de eluigdo dos
compostos NPIP, NPIR e NMOR conforme se observa na Figura 60 D.

A seletividade desta técnica permite constatar que os resultados obtidos por
GC/FID para a DBN tratavam-se de um falso positivo, pois a mesma nao foi
confirmada por GC/MSD.

4.6.2.2 LIQUIDO DE CONSERVA DESTILADO - AMOSTRA A

Os resultados quantitativos obtidos através da aplicagdo da metodologia
SPE/GC/MSD a amostras de destilado a vacuo por arraste de vapor do liquido de
conserva estao expressos na Tabela XLV. A combinagao dos tempos de retengéo
em diferentes fases estacionarias, espectros de massa com o estudo de amostras
fortificadas, permitiu comprovar a presenga dos compostos DMN, DEN, NPIR,
NMOR e NPIP. A Figura 59 apresenta o eluato de acetona para uma amostra
fortificada analisada em uma coluna Carbowax 20M enquanto a Figura 60 apresenta
um detalhe de um cromatograma para o eluato de acetona obtido para coluna HP1
no qual se observa a inversdo da ordem de eluigdo para os compostos NPIP,
NMOR, e NPIR em relacdo a Figura 59
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Tabela XLV: Resultados da analise quantitativa do eluato de acetona do liquido de
conserva destilado da amostra A obtido por SPE com carvao ativo granular e
analisado por GC/MSD

Compostos % REC %RSD Fer Amostra %RSD Valor corrigido

ug kg™
DMN 51,3 154 19 057 5.0 1,1
DEN 634 128 16  nd
NPIR 209 230 48 169 2,1 81,12
NMOR 40,7 172 24 29 2,8 7.0
NPIP 452 210 22 148 2,2 32,6
DBN 804 89 12  nd

minutos

10 20 temp
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Figura 59: Cromatograma GC/MSD para o eluato de acetona do liquido de conserva
destilado da amostra A obtido por SPE com CA granular usando Coluna Carbowax

20M
Condigbes descritas na Tabela XI|, pagina 58
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Figura 60: Cromatograma GC/MSD para o eluato de acetona do liquido de conserva

destilado da amostra A obtido por SPE com CA granular usando Coluna HP-1
Condigdes descritas na Tabela XI, pagina 58

Os valores apresentados na Tabela XLV revelam a presenga de nitrosaminas
em apreciaveis concentragdes no liquido de conserva o que indica uma certa
toxicidade do produto, excedendo aos limites toleraveis na legislagdo internacional.

Destaca-se nas amostras a presenga do compostos NPIR, caracteristico de
produtos carnicos desta natureza. Sua origem esta ligada ao aminoacido prolina®.
Os compostos DEN e DMN pode também derivar de aminoacidos como glicina e
valina, ja a NPIP pode estar relacionada com a piperidina, composto presente na
pimenta utilizada como condimento®’”.

A NMOR tem sido descrita na literatura como ocorréncia esporadica em
alimentos®. Especula-se a possibilidade da presenca deste composto estar
relacionada a presenga da morfolina utilizada como inibidor de corrosdo para
aquecedores de agua, ou em outros equipamentos, inclusive embalagens. O que
pode sugerir que a presenga no produto carnico resulte da contaminagéo externa e

nao por geragao do composto a partir de precursores existentes na amostra.
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5 - CONCLUSOES

A andlise dos dados e resultados apresentados e discutidos neste trabalho

permite que sejam elaboradas as seguintes conclusdes:

5.1 QUANTO ~AS METODOLOGIAS PARA EXTRAGAO E PRE-
CONCENTRACAO

O método de extrac@o por arraste de vapor mostrou-se eficiente para extrair
os analitos a partir de produtos carnicos, sendo barato e estando disponivel na
maioria dos laboratérios de analise (rotavapor simples).

A extragdo liquido-liquido n&o se apresentou adequada a extragdo das
nitrosaminas com baixa repetibilidade e baixa recuperagéo, exigindo redugdes de
volume da ordem de microlitros impossibilitada pela falta do equipamento

necessario.

139

PEDRO JOSE SANCHES FILHO



NITROSAMINAS - CONCLUSOES

A SPE mostrou melhor desempenho, especialmente na metodologia com
carvdo ativo granular, sendo rapido, com boa repetibilidade, econdémico, e simples
podendo ser aplicavel em amostras aquosas tanto na faixa de ug L™ como para mg
L,

Chama-se a atencdo que este adsorvente pode ser utilizado ndao sé com
objetivo de pré-concentragéo para analise de nitrosaminas, mas também bem como
um adsorvente em filtros com objetivo de eliminar estes compostos em efluentes
aquosos visando reduzir sua distribuicdo no ambiente.

Quanto a utilizagcdo do CA granular para procedimentos analiticos, a
possibilidade do acoplamento em série de unidades de CA, pode incrementar ainda
mais as recuperagbes embora os valores de recuperagbes apresentados neste
trabalho estejam dentro da faixa descrita pelo método oficial que em programas
inter-laboratoriais admite valores da ordem de 13 a 109 % para DMN, 45 a 146%
para DPN®, considerando amostras marcadas com 20ug L.

A metodologia de extragao por arraste de vapor a vacuo combinada a SPE
apresenta a possibilidade de ser adaptada a diferentes extratos aquosos, variando a
massa de adsorvente e o volume de amostra conforme as necessidades analiticas,

sendo facilmente exequivel pelo técnico de laboratério.

5.2 QUANTO A TECNICA DE DETECGAO

O método eletroforético apresentou-se adequado a separacgdo dos analitos,
porém alteragdes na parede do capilar com residuos de amostras levam a
modificagdo do potencial Zeta e alteragbes dos tempos de migragao, exigindo um
cuidado especial na limpeza entre uma analise eletroforética e outra. Esta variagao
nos tempos de migracdo associada a falta de seletividade da deteccao
espectrofotométrica, dificulta a identificacdo segura dos compostos, no caso de
amostras reais aquosas. Por outro lado a deteccao espectrofotométrica apresentou
os melhores limites de detecgao quando combinadas ao processo de SPE com CA
granular, salientando o fato que as amostra para analise por MEKC foram diluidas a
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5mL. Logo, uma reducdo neste volume levara a um implemento consideravel na
sensibilidade do método. Isto faz com que a metodologia analitica seja considerada
como viavel para analise de amostras com matrizes ndo muito complexas quando ja
se conhecem quais compostos estdo presentes. Desta forma, o método pode ser
utilizado como método de controle quantitativo.

A técnica GC/FID carece de seletividade porém a metodologia combinando
SPE/GC/MSD no modo SIM apresentou a sensibilidade e seletividade necessarias
para analise de nitrosaminas, atingindo limites de detecg&o abaixo de 5 pg kg™
Desta forma, este procedimento foi considerado o ideal para a analise destes

analitos, tanto em amostras aquosas como nos produtos carnicos estudados.

5.3 QUANTO AS AMOSTRAS ESTUDADAS

A metodologia (extragcdo com arraste de vapor a vacuo, SPE com CA
granular, analise por GC/MSD) permitu a identificagdo e quantificagdo das
nitrosaminas, DMN, DEN, NMOR, NPIR e NPIP em produtos carnicos. '

No caso da analise do liquido de conserva o processo de destilagéo a vacuo
mostrou-se essencial, uma vez que analise direta desta amostra (sem destilagéo)
apresentou uma queda nas recuperagbes nao permitindo a deteccdo dos
compostos. A elevada viscosidade da amostra também dificultou o processo de SPE
tanto com carvéo ativo em p6 como granular.

Embora a metodologia tenha permitido detectar as nitrosaminas acima
citadas, outras podem estar presentes, e, mesmo que a analise tenha revelado que
o valor individual de cada analito esteja abaixo do valor permitido (10 ug L"), a soma
da concentragcdo dos compostos pode superar o valor tolerado, sendo mais ou
menos prejudicial de acordo com o tipo de nitrosamina presente.

A metodologia desenvolvida exige um analista cuidadoso pois as operagdes
de laboratério, mesmo que simples, s&do de extrema importancia. A limpeza do
material (vidraria, solventes, adsorventes), a manuten¢ao da baixa temperatura nos
processos de coleta do analito (na extragdo com arraste de vapor), troca de solvente
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e concentragdo de extratos e, ainda, a reduzida exposigdo a luz (UV) séao
importantes cuidados para garantir boas recuperagdes.

Sendo um trabalho de doutorado investigaram-se-se algumas questbes e
algumas possibilidades de analise de nitrosaminas, abrindo caminhos para novos
trabalhos. A metodologia ndo é fechada e sim um sistema a ser otimizado para cada
situacdo amostra/analito.

142

PEDRO JOSE SANCHES FILHO



NITROSAMINAS — REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

6 - REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Charpentier, S., The Ecologist, 2001, Abril, 54.

2. lkeda, K ; Migliorese, K. G.; J. Soc. cosmetic. Chem, 1990. 41, 283.

3. Crosby, D. G.; Environmental Toxicology and Chemistry; Oxford University Press;
New York; 1998.

4. Morrison, R.; Boyd, R.;Quimica Orgénica; Fundagdo Caloustre Gulbenkian;
Lisboa; 1994.

5. Telling, G. M; The Determination of N-nitrosamines in foods and Cosmetics;
Trends Anal. Chem., 1982, vol. 1,12, 277.

6. Borghesani, G.; Locatelli, V. L.; Annali di Chimica. 1983, 73, 137.

7. Levallois, P.; Ayotte, P.; Van Maanen, J. M. S.; Desrsier, T.; Gingras, S,
Dallinga,J. W.; Vermeer, |. T. M.; Zee, J.; Poirier, G.; Food chem. Toxicol. 2000,
38, 1013.

8. Vermeer, I. T. M,; Moonem, E.J.C.; Dallinga, JW.; Kleinjans, J.C.S.; Maanen, J.
M. S.; Mutat. Res. 1999, 428, 353.

143

PEDRO JOSE SANCHES FILHO



NITROSAMINAS — REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

9. Zhu, J. H.; Yan, D;; Xai, J.R.; Ma L. L.; Shen, B.; Chemosfere, 2001, 44, 949.

10. Spiegelhalder, B.; Preussman, R.; J. Cancer Res. Clin. Oncol., 1984, 108, 160.

11.Hedler L.; Schurr, L., C.; Marquardt, P.; J. Am. Oil. Chem. Soc., 1979, 56, 681.

12.Fishbein, L.; Sci. of Total Environm., 1979, 13, 157.

13. Goicolea, M. A.; . Balugera, Z. G.; Portela, M. J.; Barrio, R. J Anal. Chim. Acta,
1995, 305, 310.

14.Castegnaro, M.; Pignatelli, B.; Walker, E. A.; Fed. Cosmet. Toxicol., 1981, 19,
489.

15.Gough, T. A.; The Analyst, 1978, 103, 785.

16.Dawson, B. A.; Lawrence, R. C.; J. Assoc. Off. Anal. Chem., 1987, 70(5), 554.

17.Cooper, S. F.; Lemoyne, C.; Gauvreau, D. ;J. Anal. Toxicol., 1987, 11, 12.

18.Monarca, S.; Feretti, D.; Zanardini, A.; Moretti, M.; Villarini, M.; Spiegelharder, B;
Zerbine, 1.; Gelatti, U.; Lebbolo, E.; Mutat. Res., 2001,490, 159.

19.Fiddler, W.; Pensabene, JW.; Doerr, R. C.; Wasserman, A. E.; Nature, 1972,
236, 307.

20.0zdemir, M.; Yasar, Y.; J. Eng. & Environm, 1987, 11(2), 273.

21.Cooper, C. V.; J. Am. Ind. Hyg. Assoc., 1987, 48, 265.

22.Fan, T.Y.; Fine, D.H.; J. Agric. Food Chem., 1978, 26(6), 1471.

23.Fan, T. Y.; Morrison, J.; Rounbehler, D. P.;: Ross, R.; Fine, D. H.; Science, 1977,
196, 70.

24.Pensabene, J. W.; Wasserman, A. E.; Fed. Cosmet. Toxicol., 1980, 178, 329.

25.Havery, D. C.; Fazio, T.; Fed. Cosmet. Toxicol., 1982, 20, 939.

26.Gray, J. I.; Stachiw, J.; J. Assoc. Off. Anal. Chem., 1987, 70(1), 64.

27.Collier, S. W.; Milstein, S. R.; Orth, D. S.; Jayasimhula, K.; J. Soc. Cosmet.
Chem., 1988, 39(6), 329.

28.Schwarzenbach, R.; Schimid, J. P.; J. Chromatogr., 1989, 472(1), 231.

29.Sen, N. P.; Seaman, S.W.; Kushwaha, S. C.; J. Chromatogr., 1989, 463(2), 419.

30.Andugar, F. R.; Garrigés, M. C.; Marin, M. L.; Canto, A.; Jiménez, A.; J.
Chromatogr A, 2002, in press.

31.Matyska, M. T.; Pesek, J. P.; Yang, L.; J. Chromatogr. A, 2000, 887, 497.

144

PEDRO JOSE SANCHES FILHO



NITROSAMINAS — REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

32.Proksch, E.; Int. J. Hygiene and Environ.l Health, 2001, Vol 204, issue 2-3, 103.

33.Liener, |.; E. “Toxic Constituents of Animal Foodstuffs’, Ed Academic Press, New
York/London , 1974.

34.Gldria, M. B. A ; Barbour, J. F; Scanlan, R. A.; J. Agric. Food Chem., 1997, 45
(5), 1816.

35. Mitacek, E.J.; Brunnemann, K. D. ; Sutttajit, M.; Martin, N.; Limasila, T.; Ohshima,
H.; Caplan, L. S.; Food Chem Toxicol., 1999, 37, 297.

36. Reynolds, C. A.; Thomson, C.; Initio, A. B.; J. Mol. Struct , 1987, 149, 345.

37.1ARC Monographs on the Evaluation of the Carcinogenic Risk of Chemicals to
Humans - Some N-nitroso Compounds, Vol 17, IARC, Lyon , Maio, 1978.

38.Baird, C.; Environmental Chemisty, W.H. Freeman & Company, New York, 1995.

39. Lou, Q.; Hwang, K. W.; Liu, X. Z.; Sahi, C.; Bohn, R. K; Bock, C. W.; J. Mol.
Struct., 1998, 445, 117.

40. Ranken M.D.; Manual de Industrias de los alimentos, Acribia, S.A, Zaragoza,
Espanha, 1993, p27

41.Drescher, G.S. Frank, C.W. Anal. Chem., 1978, 50(14), 2118.

42 Maxwell, R. J.; Pensabene, JW.; Fiddler, W.; J. of Chromatogr. Sci., 1993, 31,
212.

43.Subramanian, G.; Quality Assurence in Enviromental monitoring — Instrumental
Methods”, VCH New York, 1995.

44.Parees, D. M.; Anal. Chem., 1979, 51(1), 1675.

45.Cox, R.D.; Frank, C. W.; Nikollaisen, L.D.; Caputo, R.E.; Anal. Chem., 1982, 54,
253.

46.Marano, R. S.;. Updegrove R. C.; Machen, W.S; Anal. Chem., 1982, 54(12),
2157.

47.Arrendal R.F.; Chameriain, W. J.;. Chortyk, O. T.; Baker, J. L.; Anal. Chem., 1986,
58(3), 565.

48.0liveira, E. C.; “Aplicagdo da Extragédo em Fase Sdlida na Pré-Concentragéo de
Compostos Fendlicos Clorados em Efluentes de Brangueamento de celulose’,
Tese de Mestrado, Instituto de Quimica, UFRGS, (1999).

145

PEDRO JOSE SANCHES FILHO



NITROSAMINAS - REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

49. Sen, N. P_; in IARC (Edt), Bogovsk, P.; Preuumann, R.; Davis, E. A.; IARC, Lyon,
1972, p25..

50.Wasserman A. E.; in IARC (Edt), Bogovsk, P.; Preuumann, R.; Davis, E. A;
IARC, Lyon, 1972, p10.

51.Crosby, N. T. ; Foreman, J. K; Paleraman, J. F. ; Sawyer, R.; in IARC, Edt,
Bogovsk, P.; Preuumann, R. ; Davis, E.A.; IARC, Lyon, 1972 p38..

52.Telling, G.M.; Bryce, T.A; Althorpe, J.; J. Agric Food Chem. 1971, 19, 937.

53. http://www _epa.gov/epahome/index/nameindx3.htm, US-EPA, Método 8070A,
Nitrosamines by GC , SW-846 Ch 4.3 1.

54.Pawlishyn, J.; Solid-Phase Microextraction: Theory and Practice; Wiley-VCH,
New York , 1997.

55.Louch, D.; Motlagh, S.; Pawlishszyn, J.; Anal. Chem.1992, 64, 1187.

56.Sen, N.P.; Seaman, S. W. ; Page, B. D.; J. Chromatogr. A, 1997, 788, 131.

57.Chester, T.L.; Pinkinson, J.D.; Raynie, D.E.; Anal. Chem, 1998, 70 (12), 301R.

58.Taylor, L. T.; Supercritical Fluid Extraction - Techniques in Analytical Chemistry,
John Wiley & Sons Inc, New York; 1996.

59. Luque de Castro, M. D.; Vaicarcel, M.; Tena, M. T.; Analytical Supercritical Fluid
Extraction; Springer; Heidelberg, 1994.

60.Chester, T. L.; Pinkston, J. D.; Rayne, E.; Anal. Chem., 1994, 66(12), 106R.

61.Propkopczyk B.; Wu, W.; Cox, J. E.; Amin, S.; Desai, D.; Idris, A.M.; Hoffmann,
D.; J. Agric. Food Chem., 1995, 43(4), 916.

62. Ibanez, E.; Lopes-Sebastian, S.; Ramos, E.; Tabera, J.; Reglero, G.; J. Agric,
Food Chem., 1997 45(10), 3940.

63.Issaq, H. J.; Mangino, M.; Singer, G.; Wilbur D. J.; Risser, N.H.; Anal. Chem.,
1979, 51(13), 2157.

64.Arrendal, R.F. ; Chamerlain, W. J.; Chortyk, O. T. ; Baker, J. L. ;Anal. Chem.,
1986, 58(3), 565.

65. Rounbehier , D. P.; Reisch, J. W.; Coombs, J. R.; Fine, D. H. ; Anal. Chem.,
1980, 52(2), 273.

66.Fu, C.; Xu, H.; Analyst, 1995, 120, 1147.

146

PEDRO JOSE SANCHES FILHO



NITROSAMINAS - REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

67.Cardenes, L.; Ayala, .J. H. ; Gonzales, V.; Afonso, A. M, J. Chromatogr. A, ,
2002, 946, 133.

68.Kirk - Othmer, Encyclopedia of Chemical Technology, Vol 15, Jhon Wiley &
Sons, New York, 1981. p 988 .

69.Noll, K. E.; Gounaris, V.; Hou, W.-S.; Adsorption Technology for Air and Water
Pollution Control, Lewis Publishers Inc. 1992.

70.Namiesnik, J.; Gorecki, T.; Biziuk, M.; Anal. Chim. Acta .1990, 237, 1.

71.Khavkin , J.A.; Khavkine, M.J.; Analytical Letters, 1998, 37(2), 355

72.Martin, R. J.; Shackleton, R. C.; Water Res., 1990, 24 (4), 477 .

73.Kirk - Othmer, Encyclopedia of Chemical Technology, Vol 4 pg 561-569, 3° ed, Ed
John Wiley & Sons, New York , (1981).

74. Haist-Gulde, B.; Baldauf, G.; Brauch H. —=J.; in The Handbook of Environmental
Chemistry, vol5, edt Hutzinger, O.; Springer, 1995. p 103.

75.Apostila - “Curso de Especializagdo em Projetos de Tratamento de Residuos
Industriais:, Sélidos, Liquidos e Gasosos”, Departamento de Engenharia Quimica,
PUCRS, Dezembro, 1997).

76.0nodera, S.; Nagatsuka, A.; Rokuhara, T.; Asakura, T.; Hirayama, N.;. Suzuki, S.;
J. of Chromat., 1993 , 642, 185.

77.Aiken, G. R.; Thurman, E. M.; Malcolm, R. L.; Walton, H. F.; Anal. Chem., 1979,
51(11), 1799.

78.Parrish, J. R, Anal. Chem. , 1977, 49 (8), 1189.

79.Renberg, L.; Anal. Chem. 1978, 50 (13), 1836.

80.Lara, R. B.; Thomas, D. N.; Anal. Chem, 1994, 66 (15) , 2417 ,.

81.Pissolatto, T. M.; “Desenvolvimento de Metodologia Analitica para a
Determinacdo de Compostos Orgénicos, por Cromatografia Gasosa Ultilizando
Extracdo em Fase Sdlida”, Tese de Doutorado, PPGEM, Escola de Engenharia,
UFRGS, Porto Alegre, RS, (1997).

82.Caramao, E. B.;. Furtado J. L. F.; Peralba, M. C. R; Zini, C. A; Pissolatto, T. M_;
J. Microcolumn Separations, 1995, 7(6), 611.

147

PEDRO JOSE SANCHES FILHO



NITROSAMINAS — REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

83.Pissolatto, T. M.; Caraméao, E, B,; Martins, A. F.; J. Microcolumn Separations,
1996, 8(1), 5.

84.Pissolatto, T.M.; Schossler, P. ; Geller, A M. ; Caramao, E.B. ; Martins, A. F.; J.
High Resolution Chromatography and Chromatographic Communications,
1996,79, 577.

85.Nascimento F°, |. Estudo de Compostos Organicos em Lixiviados de Aterros
Sanitarios, Tese doutorado, PPGQ, Instituto de Quimica, UFRGS, Porto Alegre,
RS, 2002.

86.Saraullo, A.; Martos, P.A.; Pawliszyn, J.; Anal. Chem., 1997, 69, 1992.

87.Grote, C.; Pawliszyn, J.; Anal. Chem., 1997, 69(4), 587.

88.Jinno, K.; Muramatsu, T.; Saito, Y.; Kiso, Y.; Magdic, S.; Pawliszyn, J.; J. of
Chromat, 1996, 754, 137.

89.Moder, M.; Peter, P.; Pawliszyn, J.; J. Microcolumn Separations, 1998, 10(2),
225.

90.Lee, M-R.; Lee, R-J.; Lin, Y-W.; Chen, C-M.; Hwang, B.-H.; Anal. Chem., 1998,
70, 1963.

91.Cases, M. V,; . Hens, A. G; Técnicas Analiticas de Separacién, cap 15 a 18,
Reverté, Barcelona, 1990.

92.Greg, S. J.; Sing, K. S.; Adsorption, Surface Area and Porosity, Academic Press,
London, 1982.

93.Sanches Filho, P. J.; Aplicagdo da Cromatografia Liquida Preparativa ao Estudo
de Compostos Nitrogenados em Alcatrées de Carvéo e Oleo de Xisto®, Tese de
Mestrado, PPGQ/UFRGS, 1997.

94.Fox, J.B.Jr.; Anal. Chem. 1979, 571 (9), 1493.

95.Pérez, E. L.; Andlisis de alimentos Liquidos e Sdlidos Mediante Sistemas
automaticos Continuos, Tese Doutorado, UCO, Cdrdoba Espanha, Novembro
2000.

96. Tomkins, B. A.;. Griest, W. H.; Anal. Chem., 1996, 68(15), 2533.

97. Fine, D. H.;. Rufed, F.; Rounbehler, D. P.; Anal. Chem., 1975, 47(7), 1188.

148

PEDRO JOSE SANCHES FILHO



NITROSAMINAS — REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

98.Gough T.A.; Webb, K. S.;. Pringuer, M. A.; Wood, B. J.; J. Agric. Food Chem.,
1977, 25(3), 664.

99.0psal, R. B.; Reilly J. P.; Anal. Chem., 1986, 58(14), 2919.

100. Dabek-Zlotorynska, E.; Electrophoresis, 1997,18, 2453.

101. Ding, W.; Fritz, J.S.; Anal Chem., 1997, 69, 1593.

102. Knox, J. H. ; J. Chromatogr., A, 1994, 680, 3.

103. Introduction to Capillar Eletrophoresis/Beckman Instrument- California-1991

104. Altria K. D.; J. Chromatogr A, 1999, 856, 443.

105. Altria, K. D.; Capillary Electrophoresis Guidebook, Principles, Operation and
Applications, vol 52, Humana Press lonc. Totowa, New Jersey, 1996.

106. Blanco, C. C.; Electrophoresis Capilar-, Universidade de Aimeria, servicio de
Publicaciones- Almeria, 1998.

107. McKillop, A.G.; Smith, R. M.; Rowe, R. C.;.,Wren, S.A.C, Anal Chem., 1999, 71,
497.
108. Weinberger R., Practical Capilary Electrophoresis, Academic Press. Inc., cap 2,
1993, p17. :
109. Skoog, D.A.; Leary J.J.; Analisi Instrumental, cap 27, McGraw Hill, Madrid,
1994, p 785

110. Kitagishi K.; In HandBook Capillkary Electrophoresis Applications; H. Shintani,
J. Polonsky, Ed Blackie Academic & Professional, London, 1997, p17.

111. Bocek; P. Vespalec; R.; Giese; R. W.; Anal. Chem, 2000, 1, 587.

112. Turiel, E.; Fernandez, P.; Pérez-Conde, C., Camara, C.; Analyst, 1996, 125,
1725.

113. Altria, K D.; Kelly, T.; Clark, B.; LC.GC International- 1996, July, 408.

114. S. Terabe, Micellar Electrokinetic Chromatography, Beckman Instruments Inc,
1993.

115.Ng, C. L.; Ong, C. P.; Lee H. K ;; Li, S. F. Y.; J. Chromatogr. Sci. 1994, 32, 121.

116. Fine, D. H.; Ross, R.; Rounbehler, D. P.; Silvergleid, A.; Song, L.; J. Agric Food
Chem., 1976, 24 (5), 1069.

149

PEDRO JOSE SANCHES FILHO



NITROSAMINAS — REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

117. Shenoy, N. R.;Choughuley, A. S. U.; Bhattacharua, R. K.; J. Agric Food Chem.,
1992, 40, 2211.

150

PEDRO JOSE SANCHES FILHO



NITROSAMINAS - PROPOSTA DE TRABALHOS FUTUROS

7 - PROPOSTA DE TRABALHOS FUTUROS

Propbe-se como atividades futuras decorrentes deste trabalho:

v' Aplicagdo da metodologia proposta a diferentes amostras que apresentem as
mesmas caracteristicas (produtos carnicos tratados com nitrito); )

v’ Estudos preliminares os quais nao foram apresentados neste traballho,
mostraram que a extragdo com fluido Supercritico apresenta-se favoravel a
extragdo de nitrosaminas. A otimizacdo de condigbes para extragdo destes
composto a partir de amostras de produtos carnicos bem como o estudo de traps
umidos (solugbes aquosas ou solventes adequados) apresenta-se como um
campo a ser explorado;

v Em fungéo da falta de seletividade do detector utilizado em MEKC, estudos em
equipamentos CE-MSD poderiam ser conduzidos permitindo assim resuitados

mais seguros;
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v

v

Estudos de derivatizantes fluorescentes para aumentar a sensibilidade do
método em analise por MEKC;

Quanto ao processo de SPE, outros sistemas de adsorvente/eluente podem ser
investigados, bem como a possibilidade de dessor¢ao dos analito através do
equipamento ASE (Extracdo Acelerada por Solvente) ou por SFE (Extragdo com
fluido supercritico);

Estudo de derivatizantes, para que através dos deslocamentos dos tempos de
retencdo do derivado em relagdo ao analito tenha-se mais uma evidéncia na
identificagcédo por GC/FID.
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8 - ANEXOS
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8.1 ANEXO |: DETERMINAGAO DA LINEARIDADE PARA O SISTEMA
GC/FID NA ANALISE CROMATOGRAFICA DAS NITROSAMINAS

4

A Figurz i-1 apresenta as retas correspondentes a variagdo da area relativa
(AR) de cada composto com a sua concentragdo, para cada um dos padrbes
estudados, e a Figura i-2 apresenta o grafico de variagdo da resposta do detector

(AR) com a concentracado para todos os analitos, a titulo de comparagéo.

2,57

£ DMN @ MEN
QNPIP

DPN

areas relativas

concentragcdo em ppm

Figura 1-2: Variagdo da AR com a concentracdo para as oito nitrosaminas
estudadas, na faixa de 10 a 30 mg L™ (valores obtidos via GC/FID)
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8.2. ANEXO |!l: DETERMINAGCAO DA LINEARIDADE PARA O
SISTEMA GC/MSD NA ANALISE CROMATOGRAFICA DAS
NITROSAMINAS

A Figura ll-1 apresenta as retas correspondentes a variacdo da area relativa
(AR) de cada composto com a sua concentragdo, para cada um dos padroes
estudados, e a Figura U-2 apresenta o grafico de variagdo da resposta do detector
(AR) com a concentragdo para todos os analitos, a titulo de comparagéo.
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Figura ll-2: Variacdo da AR com a concentragdo para as oito nitrosaminas
estudadas, na faixa de 10 a 20 mg L™ (valores obtidos via GC/MSD-modo SIM)
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8.3 ANEXO lll: ESTUDO DE NITROSAMINAS POR ABSORCAO
MOLECULAR NO UV-vis

Equipamento utilizado: Espectrofotémetro DAD 8453
Procedimento:

A partir dos padroes DMN, DEN, NPIR, DBN, NPIP e NMOR (99,99% de
pureza) foram preparadas solugbes estoques a 1000 mg LY em metanol. As
solucdes de trabalho foram obtidas por diluicdes destas em um intervalo de 0,1 a 10

mg L™
PRIMEIRA PARTE: Determinagao do maximo de absorc¢ao

Com a solugdo de 10 mg L”' de cada nitrosamina isolada foi feita uma
varredura no intervalo de 200 a 400 nm. Os espectros gerados de (Absorbancia x
Comprimento de Onda) permitiram a determinacdo dos maximos de absorgéo
conforme ode ser visto na Figura llI-1. A Tabela Ill-1 apfesenta 0S Amax para cada um

dos compostos.

Tabela llI-1: Valores de Amax para os compostos estudados

Composto  Amax (nm) Peso molecular Composto  Apax (nm) Peso molecular

DMN 229 74 NPIP 236 114
DEN 231 102 NMOR 244 116
NPIR 231 100 DBN 234 168
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Figura I-1: Espectros de UV-vis para cada Nitrosamina estudada (solugdes
individuais a 10 mg L™ em metanol)
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SEGUNDA PARTE: Construgao das curvas de calibragdo

As curvas foram construidas selecionando o comprimento de onda referente
ao Amax de cada padrdo e fazendo variar as concentragées dos compostos padroes,
de acordo com a Tabela llI-2. A Figura lll-2 apresenta as curvas de calibragéo

obtidas para cada compostos analisado.

Tabela llI-2: Concentragdes das solugdes dos padrdes de nitrosaminas usadas na
construgc&o das curvas de calibragio

comp. concentragdo (mg L") comp. concentragdo (mg L™)

DMN 0,1, 0,4, 1,0, 3,0 50 10,0 NPIP 0,2, 0,4, 1,0, 3,0,5,0 10,0
DEN 0,2, 0,4, 1,0, 3,0 50 10,0 NMOR 0,2, 0,4, 1,0, 3,0,5,0 10,0
NPIR 0,1, 0,4, 1,0, 3,0 50 10,0 DBN 0,2, 0,4, 1,0, 3,0,5,0 10,0

TERCEIRA PARTE: Estudo da mistura de padroes

Uma vez completado o estudo de cada padrao isoladamente, foi construida a
curva de calibragdo para a mistura dos padrées em diferentes concentragdes. O
procedimento utilizado foi o que segue:

a) Varredura da mistura total na concentragdo de 1,0 mg L' de 200 a 400 nm;

b) Construgéo da curva de calibragdo nas concentragdes de 0,02; 0,05; 0,10; 0,50;
1,00; 3,00 e 5,00 mg L™.

c) Célculo dos Limites de detecgdo (LD) e de quantificagdo (LQ)

A Figura 1lI-3 apresenta o espectro de absorgcao de absorgdo no UV-vis para a
mistura e a Figura IlI-4 apresenta a curva de calibragdo construida. Na Tabela 1iI-3

tem-se os limites de detecg&o e quantificagdo para cada nitrosamina estudada.
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Figura lli-4: Curva de Calibracdo para a analise das Nitrosaminas por UV-vis

Tabela llI-3: Limites de Deteccdo e de Quantificagdo para a anadlise das
Nitrosaminas por UV-vis

Analito LD (ugL") LQ(ugL") Analito LD (uglL") LQ(uglL™
DMN 401 1336 NMOR 483 1611
NPIR 366 1222 NPIP 437 1457
DEN 174 581 DBN 51 170
mistura 37 123
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8.4. ANEXO IV: PRODUGAO CIENTIFICA GERADA NO PERIODO

8.4.1. TRABALHOS APRESENTADOS EM CONGRESSO

8.4.1.1. P.J Sanches Filho, E.B. Caramdo e K. Zanin, “Pré-concentracdo de

nitrosamina por extragdo em fase sélida com carvéo ativo”. Trabalho apresentado
no 10° Encontro Nacional de Quimica Analitica, UFSM, Santa Maria, RS, 1999.

Péster e apresentagdo oral em sessdo coordenada. Publicado no Livros de

Resumos.

8.4.1.2. P.J Sanches Filho, E.B. Caramdao e K Zanin, “Estudo de Pré-

concentragao de nitrosaminas a partir de matrizes Aquosas usando carvao ativo

como fase sdélida”. Trabalho apresentado no VIl Encontro de Quimica da Regido
Sul-SBQ , Tubarao, SC, Outubro de 1999. Publicado nos Livros de Resumos

8.4.1.3. P.J Sanches Filho, E.B. Caraméo e K. Zanin, “Estudo comparativo para

pré-concentragdo de nitrosaminas por EFS (carvdo ativo, XAD-4) e ELL".
Trabalho apresentado no Salao de Iniciacao Cientifica da UFRGS Porto Alegre,
RS, 1999. Publicado no Livro de Resumo.

8.4.1.4. P.J Sanches Filho, E.B. Caramao e K. Zanin spe with charcoal in research

of nitrosamines in sausages”. Trabalho apresentado no VIl COLACRO, Buenos

Aires, Argentina, Abril de 2000. Publicado no livro de resumos sob nimero V53.

Recebendo prémio de melhor trabalho.

8.4.1.5. P.J Sanches Filho, E.B. Caramdo e K. Zanin, “Extragdo de nitrosaminas

em salsichas em conserva, usando SPE com carvdo ativo’. Trabalho

apresentado no VIl Encontro de Quimica da Regido Sul , Santa Cruz, outubro de

2000. Publicado no livro de resumos.

8.4.1.6. P.J Sanches Filho, A. Rios, M. Valcarcel E.B. Caramao “Development of a

methodology to the determination of nitrosamines by capillary eletrophoresis”.

Trabalho apresentado no_ 24™ International Symposium on__Capillary
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Chromatography and Electrophoresis”, Las Vegas, Nevada USA, Maio de 2001.

Publicado no livro de resumos.

8.4.1.7. P.J Sanches Filho, A. Rios, M. Valcarcel E.B. Caramao e K. Zanin,
“Determinacé@o de nitrosaminas em salsichas por MEKC e SPE com carvéao

ativo”. Trabalho apresentado no 11° Encontro Nacional de Quimica Analitica

UNICAMP, Campinas-SP, setembro de 2001. Publicado no livro de resumos sob
namero SE 51.
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Resumo

Este trabalho tem por objetivo o emprego da extragdo em fase solida (EFS) com resina Amberlite
XAD-4™ para extracdo e postenor andlise de nitrosaminas, em nivel de mg/L, a partir de matri-
zes zquosas ambientais. 0 método utilizado é composto pelas etapas de extragdo e pré-con-
centracao, aliados a técnicas de separacdo e detecgdo seletiva, usando CG/MS (cromatografia
gasosa capilar acoplada & espectrometria de massas). Para o desenvolvimento deste trabziho,
foram usadas solucdes-padrao aquosas de nitrosaminas nas concentracoes de 400G, 8GO0 e
1200 mg/L, as quais foram submetidas a extracio em fase sélida com a resina Amberlite XAD-
4™, 0 processo foi acompanhado por cromatografia gasosa e espectrometria de massas.
Foram estabelecidas as condigdes cromatogréficas, a faixa de linearidade de respostz =
limite de detecco. Neste faixa de concentracdo fol evidenciada a saturagao da fase AAD-
4™ 0 método mostrou-se adequado para extracao e pré-concentracdo, principalmente das
nitrosaminas de mencs polaridade, nédo sando adequado para analise dos compostos de

menor peso molecular {mzis polares) como Dimetilnitrosamina (DMN), Metiletilnitrosamina
(MEN) e Dietilnitroszmine (DEN).
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R e R" = radical alguil ou anl

As nitrosaminas séo solidos volateis,
ou oleos, de coloracac amarela devido a
absorcdo da luz visivel pelo grupo NNO,
com um elétron deslocalizado no grupo
funcional, conferindo suficiente carater de
dupla ligagéo para a licagao N-N, tanto que
isémeros £ e Z, os quais resultam da subs-
tituicdo assimétrica, freqiientemente po-
dem ser separados’.

N _0O N
N—N7 =—> N=
/ e

Surgem como produtos da reagao de
aminas ou aminoderivados com agentes
nitrosantes. Formam-s2 em meio acido
(pH 3) tanto no meio ambiente quanto “in
vivo”, conforme o mecanismo apresenta-
do abaixo**. Embora ocorra em meio aci-
do, a espécie quimica cug scfre a reagao é
a pequena de amina {ivre presente, nao
sobre a forma de sal’?.

2HNO =—= NO:

RoNH + NoO === RZN‘HNO + NO;

Ry;NTHNO === R,NNO + H’

As nitroseminas uma vez formadas sao
relativamente estaveis ¢ dificeis de serem
destruidas®2. O estudo destz classe de com-
postos justifica-se pela grande distribui-
¢do dos mesmos no ambiente e em diver-
sos materiais. Nitrosaminas séo toxicas e
podem levar a cirross, & hemorragia
gastrointestinal, a necrcse hemorragica do
figado, ou a hemorrzgizs na cavidade
peritonial. Associado & isto, grande parte
dos composios que formeam este grupo
apresentam elevada carzincosnicidade e

mutagenicidade®*. O limite tolerdvel para
o homem estd na faixa de 10 ppb®®.

_Nitrosaminas tém sido isoladas e
identificadas em uma série de matenais,
incluindo géneros alimenticios' (queijos’,
bacons, salames e salsichas®, cerve-
jasi®1t), produtos farmacéuticos!, taba-
co'#**, amostras ambientais® (dquat®?e,
solo®, ar “etc.}, pesticidas, herbicidas,
borracha, cosméticos® etc.

As nitrosaminas sdo normalmente
analisadas por cromatografia gasosa com
detectores especificos. O detector seleti-
vo para Nitrosaminas é o Termal Energy
Analiser (TEA), o qual, além de ter alto
custo de instalacio e manutencdo e ser
bastante complexo, possui uso restrito e
é suscetivel a muitas interferéncias*®. Para
superar estas limitacdes, neste trabalho

. propde-se a utilizacdo do espectrometro

de massas para identificagdo dos compos-
tos, juntamente com a combinagao dos
tempos de retengdo cromatograficat®-?.

Extra¢ao em fase sélida

Normalmente, a maioria das amostras
necessita de algum tipo de preparagao an-
tes da analise. £ raro quando uma amos-
tra coletada a partir do ambiente pode
ser injetada diretamente no
cromatdgrafo, sem tratamento prévio. A
preparacdo pode ser necessdria para re-
mover ou reduzir os componentes da
amostra que possam interferir na identi-
ficacdo dos analitos de interesse. Ainda,
se a amostra for adequada para analise
direta, freglientemente os analitos se en-
contram em concentracées muito baixas
para a deteccac. \

Os métodos de preparagao tém re-
sultado em uma substancial reducao do
volume da amostra e, conseqguentemente,
em um aumenio na concentragiao do
analito que o limite de deteccao do equi-
pamento escolhido seja atingido?-%2.

Os métodos de preparacdo podem
ser adaptados ao tipo de amostra.

Cromatogrefia liguida & extracio liquido-
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liquido estdo dentre os métodos mais an-
tigos e mais freqlientemente usados.

Uma técnica bastante atual é a cha-
mada extracdo em fase sélida (EFS). Esta
técnica é adequada para muitas amostras
ambientais, requer aparelhagem simples,
proporciona um “clean up” superior a ex-
tragdo Liquido-liquido, e reduz substan-
cialmente o consumo de solvente, reduz
ainda o tempo requerido para a prepara-
cao das amostras para analise. 0 custo do
material por amostra é igual ou, em mui-
tos casos, mais baixo que a correspon-
dente extracdo Liquido-liquido. Por todos
estes aspectos a extragdo em fase sélida
apresenta-se como um método superior
& extracdo liquido-liquido?#2.

Neste trabalho usou-se a EFS, tendo
como fase sélida a resina XAD-4™, que é
um copolimero resultante da reticulagao
tridimensional do estireno e d& origem
a um material macroporoso ndo ionico
que possui grande area superficial®#, o
que resulta em uma grande capacidade
absortiva.

Parte Experimental

Amostra: Foram usadas solugdes
zquosas de padroes de nitrosaminas
(400, 800 e 1200 ppb), preparadas a
partir de uma solugdo estoque aquosa a
200 ppm. Os padroes foram escolhidos a
nartir da listagem dos poluentes organi-
cos prioritdnios da EPA (Agéncia de Pro-
tecdo Ambiental Americana). Os padrdes
estudados foram: Dimetilnitrosamina

(DMN), Dietilnitrosamina (DEN),
Etilmetilnitrosamina, Dipropilnitrosamina
{DPN), Dibutilnitrosamina (DBN),

Nitrosipirrolidina (NPIR), Nitrosopipendi-
na (NPIP) e, como padrdo interno, usou-
se uma solucdo a 20 ppm de bifenila.

utilizada a técnica descrita nza referéncia
24. A resina macro-reticular & pré-
curificada em extrator Soxhlet com ace-

Processo de extracdo em fase

solida:
Para avaliacdo da resina XAD-4™ foi

2ano 3-n°1 abnl - 2000

tona (5 horas), metanol (5 horas) e
Diclorometano por mais 5 horas. Posteri-
ormente é seca em forno a temperatura
de 300 °C.

Uma grama da resina foi acondicio-
nada com &gua bidestilada e disposta em
uma coluna de vidro (25 ¢m x 1,1 cm).
Vinte e cinco miligramas da amostra fo-
ram percolados através da coluna, fican-
do retidas as nitrosaminas. Para a eluigdo
destes compostos, fez-se passar 10 ml de
Diclorometano (DCM) bidestilado, a um
fluxo de 5 ml/min, que foi recolhido e seco
em 6g de Sulfato de Sddio anidro, e teve
o seu volume reduzido a 1 ml sob Nitro-
génio gasoso e cromatografado.

Para controle da limpeza da resina fez-
se um branco com DCM, cromatografando-
se o eluido. A auséncia de picos no
cromatograma obtido indica que a resina
estd pronta para o uso. 0 esquema do pro-
cesso encontra-se na Figura 1.

Os eluatos foram concentrados sob
fluxo de nitrogénio em banho de gelo,
separadamente, sendo seus volumes cor-
rigidos a 1 ml.

A agua residual foi submetida ao pro-
cesso de extracdo Liquido-liguidc, sendo
os extratos reunidos e concentrados sob
fluxo de Nitrogénio em banho de gelo,
recebendo o mesmo tratamerto dos
eluatos. Todas as fragdes foram cromato-
grafados no GC/FID (cromatografia gaso-
sa com detector de ionizagdo de chama) e
GC/MS (cromatografia gasosa com
detector de espectrometria de mazssas).

1l 25mL ce s0NcEs AQuosa
1200 250 aooapn‘

! B

it I 10mL [ sl
. 1y o™ ‘P 2tpem
C SSm - Sulfato de sodio
L pom arare

oopm |

¢ zatog-afacs

[—

Y
' L
1, B .3 ppm
[t
l Sutate ae sodic
1 arwiro -
; cromatagralana

Figura 1: Esquema geral do procedimenis
anaiitics adotas s
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Para otimizag¢do das condi¢des no GC/
FID e GC/MS utilizou-se uma solucdec a 20
®ppm da mistura padrio com 20 ppm de
bifenila como padrdo interno.
Injetaram-se padroes de 250 ppb a 30
ppm no GC/MS e de 5 ppm a 30 ppm no GC/
FID. As melhores condi¢oes estdo apresen-
tadas junto aos cromatogramas

Equipamentos

GC/MS: Shimadzu QP 5050, operando
em modo SCAN e SIM, com inje¢es split e
splitless, colunas HP-5 (20 m x C,25 mm) e
DBWAX-20M (25 m x 0,25 mm).

GC/FID: HP-5890 - série II, operando
com injecdo split e coluna capilar HP-5 (25
m x 0,25 mm).

Discussao e resultados

As Figuras 2 e 3 apresentam oS
cromatogramas (GC/FID e GC/MS, respecti-
vamente) da mistura padréo a 20 ppm. A
identificacdo dos picos assinalados estd
apresentada na Tabela 1.

. * N
ol A e

figura 2: GC/FID da Solucdo Padrdo a 20 ppm,
com Pl a 20 ppm

VR W SN

Coluna HP-5, 40°C (2min); 5°C/min até
75°C (5min); 15°C/min até 225°C (5min),
injecéo de 3,0 mL no modo Splitless, gas
de arraste Hidrogénio com pressdo de 10
PSI na cazbeca ca coluna

r

Figure 30 C0/MS de Solucao Padréoa 2C
ppm, com PLa 20 ppie
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Coluna DBWAX20M, 35°C (3min); -
5°C/min até 75°C (Omin); 15°C/min até
200°C (8min), injecdo de 1,5 ml no modo
Split (1:20), gds de arraste Hélio com fluxo
de 1 m{/min ’

prce  swgla nome prce  sigla nome
1 aun N-Dimetiinigzsimng B K0 N-Nstrosomorfoling
2 TN N.Rentetintiosaming 3 PN N-Oipropinmitiosaming
k] ¥ N-Dietatnstrosamng 7 PP R-Nitroscprpendsna
- MR Nedztrosopurensng 8 38N N-Dibutsinitzasamna

Tobela 1: Identificagéo dos picos da Figura 2 e 3

Observa-se methor resolucdo e mai-
or sensibilidade na Figura 3 (GT/MS) . A
melhor resolucao fica por conta da co-
luna, ou seja, a coluna DBWAX-20M é mais
adequada para este tipo de compostos,
uma vez que apresenta maior polarida-
de. Esta coluna é constituida de
poletilenoglicol de peso molecular 20 M,
enguanto que a coluna BD-5 é composta
de polimetilsiloxano com 5% de
grupamentos fenila. Para a coluna BD-5
observa-se uma separa¢do de acordo
com o peso molecular, com certa difi-
culdade de separacdo entre os compos- .
tos 4 e 5 (NPIR e NMO). A separacao com-
pleta destes compostos poderia ser me-
lhorada com uma coluna do mesmo tipo,
porém mais longa.

Na coluna DBWAX-20 M foram obti-
dos melhores resultados, observando-se
a inversdo na ordem de saida dos com-
postos, aumentandé o tempo de reten-
cdo para os compostos mais polares
como a NPIR (4) e NMO (5) e uma dimi-
nuig2o dos tempos de retencao dos com-
nostos de menor polaridade. A DBN (3)
que era o ultimo composto a sair passa
g ser o 57 pico.

A Figura 4 (a, b, c) apresenta os
cromztogramas dos eluatos com DCM a
nartir de solucOes de concentracao co-
nhecida. Estes cromatogramas COmpro-
vam ¢ retengdo das nitrosaminas na re-
sina XAD-4". Para as solucoes de 400
opb e 80C ppb, 10 mi de DCM foram su-
Scientes para a dessor¢io dos compos-

abnl - 2600 @ ano 3 -n% 1



tos, j& na solugdo a 1200 ppb detectou-
se a presenga dos compostos no segun-
do eluato (V), obtido com a adicdo de
mais 10 ml de DCM, isto fez com que o
trabalho fosse desenvolvido com eluicao
dos compostos usando 20 mL de DCM e
mais um VOLUME ADICIONAL (V*) de 10
ml de DCM para garantir a recuperacéo
total dos compostos adsorvidos.

a

Coluna HP-5, 40°C (2min); 5°C/min -
até 75°C (5min); 15°C/min até 225°C
(5min), inje¢do de 3,0 ml no modo
Splitless, gis de arraste Hidrogénio com
pressdo de 10 PSI na cabeca da coluna

Para os estudos de recuperagaoc com-
paramos as razdes de area entre o com-
posto de interesse e o Padrao Interno, ob-
tidos nos cromatogramas dos eluatos,
com as razdes de area de solugoes padrido
que nao sofreram o processo. Os resulta-
dos obtidos podem ser visualizados na Fi-
gura 6 e na Tabela 2.

% de Recuperagao

Figura 4: GC/FID do Eluato com DL
(a) 400 ppb, (b) 800 ppb, (c) 1200 ppb.

Colma HP5, 40°C Pminj; 5C/m
atd 75°C (BGmin); 15°C/min ad 225°C
(Smin), mecso ce 3,0 mlno mocs
pressEo de 10 PSI na cabega da colura.

Os cromatogramas dos extratos Licui-
do-liquido com DCM indicaram 2 presen-
ca de nitrosaminas nio retidas pela XAD-
4™ como os compostos 1 e 2, sugerinsc
uma possivel saturacdao da fase parz os
demais compostos. Na Figura 4 observz-
mos a presenga de nitrosamines na &gue
residual da amostra sintéfica a 400 oo

— '
-

|
!
i
i

Figura.5 Cromatograma do Extrato Licu:az-
Liguido da Solugdo Aguosa Residual, o partr 2u

solucéo a 407 52

ano 3 -n°1 @ abnt - 26CC

mpastos 400 ppb . 800 ppb 1200 ppb
DHMN -- - -- 20.02
MEN - .- - 55.15
DEN . 70.40 45.60 48.00
NPIR 33.00 31.80 72.50
NMO - 34.00 36.60 79.14
DPN %1.00 85.50 40.97
NPIP §1.50 75.90 49.04
D8N &3.30 . 8R.40 49.59

fapela 2: Variagdo do percentual de recuperac@o
dos compcstos com a concentracdo da Solugao
Pedréo Usada (para testes em tnplicata) % de

Recuperagao
156~
504
W/
207
72 7 A
]
g EG;/ 2
I _ {D4coppn .
R 4 WE00poo
R i 101200 ppe,
2 |
i
) Al oy L /
CeIN 134 DEN MPIR KMO DPN NPIP CEN

i gsaminas esucaaas

Y
rigura 6: Representagdo da Yanagdo do
percentual de recupera¢do das nitrosamings em
fun¢do da concentracac da Solugéo Padréo

Como pode-se cbservar, para esta fai-

+& dz concentracdo, ocorreu a saturagao

2 rasinz. Fica clara a major afinidade dz

resinz com os compostos de menor pola-

de como & DPN, DBN e NPIP. Os com-
20stos 6 (OPN) e 8 (NPIP) ndo foram en-
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contrados nas dquas residuais de 400, como

5 E. Lliener, Food Science and
podemos observar na Figura 5, indicando a Technology, Ed academic Press,
retencdo total dos mesmos na fase estacio= New York, 1974.
naria. J& os compostos mais polares, prati- 6 D. H. Fine, J. Agric. Food Chem.,
camente ndo foram retidos pela coluna. 24(5),1069, 1976.
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cooie s aoun 0 work 10 be done in south Brazilian coal, whose chemical
structure is stitl not well defined (1). The coal reserves in Brazil represent
60% of Brazil's nonrenewable energy sources. Candiota Mine is located
in Rio Grande do Sul, south Brazil. It has been in operation since 1960,
producing coal 1o supply the thermoeleetric complex of Candiota. The
total reserve of Candiota is estimated as [2.3 billion tons, representing
37.9% of the Brazilian coal reserves and 43.9% of the of Rio Grande
do Sul reserves (2). According to the international classification (2),

- Candiota coal can be classificd as semibituminous coal, mainly by its
high content of ashes (mineral material).

The strategic focation of Candiota Mine makes it important to know
more about its coal, aiming the use not only as an encrgy source but also
as a raw material for chemical industries. For this purposce, the chemical
composition ol the coal extracts must be determined (3). The chemical
composition of Brazilian coal is still not welt defined, but many studics
with this objective have been performed in the past (-1 3).

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PATS) are present in high levels
in coal extracts, exceeding 40% inweight (14), and the identification of
these compounds can help in deflining a better application for the parent
coal and its derivatives, as well as in clucidating its geological origin
associated with the coalification process. It is usual to establish a cor-
retation between the relative abundance of aromatic structures and the
coalification degree (15). Itis currently assumed that PAHs arc mainly
of pyrolitic origin (10). Besides this origin, PAHs are introduced in the
environment trrough contamination by crude oils, coal tar, or refinery
products (petrogenic origin) (17--19). They also can be derived from bio-
genic precursors like terpenes, pigments, and steroids (20, 21). PAHs are
responsible for some of the environmental problems associated with coal
processing and mining, These kinds of componnds are produced during
the sedimentary rock carbonitication and are liberated during the heating
alcoal in processes suclias pyrolysis, combustion, and liquelaction (22),

PANs are considered byproducts ol incomplete combustion. Other
sources ol PALE include Torest tires, volcanic cruptions, motor vehicles,
cooking ovens, asphaltmanntacture, fossil-tived furnaces, and cigarettes,
‘They can be formed frony any hydrocarbon source il the conditions of
incomplete combustion due 1o fuck ol oxygen are met (2.3),

The growing use ol Tossil fuels has incrcased the exposure ol humans
to PAHs. The combustion ol coal is one. of the major sources of PALIs
which tend to be adsorbed on the surface of soot and smoke particles.
The relationship between soot and cancer has been recognized since the
past century (23).
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hot cause immediate adverse effects but continuous low doscs prol?ubly
will induce cancer. The carcinogenic properties of PATs arc believed
to be due to metabolites formed in the body when these compounds are
broken down (24-26). One of the greatest sources of benzolalpyrene
emissions are coal refuse burning and coke production. .

Of the many processes to fractionate fossil fucl.s, the preparative chro-
matographic techniquies are the most used. I‘n this work, |l.(]lll(| adsorp-
tion chromatography using silica and alumina as the stationary !)ll:lSc
was applicd in order to isolate the PATI fractions from lmunwn‘oi Con-
diota coal. The objectives were to compare the performanees ol 'l|I(2 1wo
solid phases for the isolation of PALLs and to identify the main PATI
present in the Candiota coal extract.

CXPERIMENT

Sampling

Coal samples were obtained from Candiota Mine (south Brazilian
high ash coal) and they were ground down to 60 mesh.

Coal Extraction

Bitumen was obtained from 30 g of coal submitted to Soxhlet extrac-
tion, using tolucne as solvent, during 48 hr. After the extraction, excess
solvent was removed using a rotary ¢vaporator.

Solvents and Adsorbents

All solvents were distilled and dried with sodium sulfate. Silica was
activited at 140°C and whuminag at 400°C, and stored under vactum,
Standard compounds, purchased from Aldrich Company (Milwnukee,
W1, USA), were used to identify the main compounds in the samples.
Two standard mixtures were made, 1 with 7 saturated lincar hydrocar-
hons and another with 15 PALs,

Chromatographic Fractionation Technigues

The fractionation of 300 mg of bitumen was made by two chromato-
graphic processes: (1) adsorption liquid chromatography on 20 g of silica



TABLIC L. Solvents Used in the Fractionation Procedures

Solvents
Volume
Fraction Compounds Silica process Aluniina process (ml.)
] Saturated [lexane Hexane 20
hydrocarbons
2 PAls Hexanc:henzene Hexane:benzene 20)
(:h (:n
3 Polar compounds — Acctone/THIF (2:8)  Methanol 40

PAHs, polycyclic aromatic hydrocarbons; THE, tetrahydrofurane,

(ALCS), and (2) adsorption liquid chromatography on 20 g of alumina
(ALCA)Y. Three fractions—aliphatic, aromatic, and polar compounds—-
were obtained in cach process, using a proper sequence of eluants as
described in Table 1. All procedures were made in triplicate.

Analysis of the Chromatographic FFractions

Fraction | was analyzed in an HP-5890 (Llewleut Packard, Palo Alto,
CA, USA) gas chromatograph using flame ionization detector (GC/FID)
and fraction 2 was analyzed by gas chromatography with a mass sclec-
tive detector (GC/MS) (HP-5960/HP-5973, Hewlettl Packard, Palo Alto,
CA, USA), equipped with a library scarch system. FFraction 3 was not an-
alyzed for this article, it being the object ol another work. The chromato-
graphic conditions, in GC/FID and GC/MS, are described in Table 2.

TABLE 2, Chromatographic Conditions

GC/ID GCIMS
Injection mode Split £ 1) Splitiess
Injection temperature . 300 ¢ 300 ¢
Detector temperature 300 ¢ 300 ¢
Toitial temperature 120 C 120 C
fnital time 5 min R (0 min
Rate 3 C/min 2°C/min
Final temperature 300 C 300 C
Final time 15 min 10 min
Column HPL (50 m x 0.32 mim x 0.25 )
Carrier gas H, He

lonivation mode — Lectron impact (70 ¢V)

TR

GC/FID, gas chromatography with lame jonization detector; GC/MS, gas chromatography cou-

RESULTS

A mass yield 0f 0.29% of bitumen was achieved in the coal exl|'aclior1§,
showing low dissolved organic matter. The bitumen clen}enlal analysis
presented the following values: 83.80% carbon, 0.42% nitrogen, 8.30%
hydrogen, and 7.50% oxygen (by difference). ' N

Figure | shows the mass distribution of each fraction from the silica
and alumina preparative chromatographic procedures. Itcanbe observed
that the fractionation on silica gives equivalent quantities of saturated
and aromatic fractions. Compared with the fractionation in alumina, an
increase in the aromatic fraction and a decrease in saturated fraction can
be verified. This fact indicates a better performance in relation to the
aromatic compounds. . '

Figure 2 shows the chromatograms (GC/FHD) of l';'uclinn I of both
methods of extraction (Figure 2a, ALCA and b, ALCS) and Figure 3
shows the chromatograms (GC/MS) of fraction 2 of both methods of
extraction (Figure 3a, ALCA and b, ALCS). The better performance of
ALCA in relation to the aromatic compounds is reinforced by observing
Figure 3a and b, which shows the aromatic fraction chromatograms in
alumina and silica, respectively. It can be noted that the abundance of
aromatic compounds in the alumina process is superior to that in silica.

The complex character of these chromatograms, probably due to the
presence of methyl and polymethy! substituted PAHs, can also be ob-
served. Table 3 gives the name of compounds appearing in Figures 2b
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FIGURE 1. Mass distribution of the chromatographic fractionation of coal
extract.
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and 3b. Sixty-four aromatic compounds were identified, among them
pollutants such as pyrene, benzola]pyrene, chrysene, and fluoranthenc,
as well as scveral compounds with more than four condensed rings. The
relatively high concentration of unsubstituted PAHs, including fluoran-
thene (peak 16), pyrenc (peak 19), benzofa]anthracene (peak 38), chry-
scne (peak 39), and benzo[b]fluoranthene (peak 52), when compared to
their alkylated homologues suggests that the coal was submitted to high
temperatures and pressure, during the coalification process, resulting in
an increase in aromatization and dealkylation of the aromatic system
partially hydrogenated (14).

In Figure 2a and b, that shows the capillary gas chromatograms
of saturated hydrocarbons in fraction | from the bitumen in alumina

TABLE 3. Pcak ldentification of Fraction 2 (Figures 2b and 3b)

Peak MW/(AMU) Idemification”

1 184 Cs-naphthlene

2 182 C,-biphenyl

3 178 Phenanthrene

4 178 Anthracene

5 204 Phenylnaphthalene

6,7 192 C,-phenanthrene/anthracenc
8-10 224 Cs-bipheny!

11-15 2006 Cy-phenanthrene/anthracene
16 202 Fluornnthene

17,18 218 C,-phenylnaphthalene

19 202 Pyrene

20) 218 C;-phenylnaphthalene
21-31 216 Mecthylpyrene/methyluoranthene
32-37 230 Terphenyl

R} 228 Benzolalanthracene

39 228 Chrysene

40-42 242 Cy-benzanthracene/chrysene
43-51 256 Cy-benzanthracene/chrysene
52 252 Benzopb)luoranthene

53 252 Benzolk]uoranthene

54 252 Benzola)pyrene

55-59 2060 Cy-behzopyrene

60 278 Benzoperylene

61,02 276 Indene[ 1,2,3-cd |pyrene

63 278 Dibenzanthracene

04 276 Benzolghilperylene

“Used for the single ion monitoring in the GC/MS.
BCompounds tentatlvely identified.

and in silica, respectively, the identiticd lincar saturated hydy
are indicated by the letter C with an numerical index that vepresents
the number of carbons in the molecule, It can observed that, in frac-
tion 1, saturated hydrocarbons with an odd number of carbons pre-
dominate over hydrocarbons with an even number of carbons. This
is indicative of the classification of Candiota coal as a low-rank
coal.

CONCLUSIONS

From the obtained results, it is possible to conclude that alumina per-
forms better than silica in the separation of PAHs from bitumen samples.
The proposed procedure is fast and low solvent consuming. Candiota
bitumen is rich in PAHs with high amounts of potentially mutagenic and
carcinogenic compounds, like those with four, fivé. or more condensed

rings.
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CONTAMINATION OF SOIL BY POLYCYCLIC
AROMATIC HYDROCARBONS IN SOME
URBAN AREAS

Z. Saltiene

D. Brukstiene

A. Ruzgyte
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The comtamination by 16 polycyclic aromatic hydrocarhbons
(PAHs) in surface soils, sampled at a 0-S cm depth in the
wrbaw areas of Tallinn, Helsinki, Vilnius, Chicago, London
is reported. All samples were analyzed using the same
protocol. The median concentrations (jgtkg) were found 1o
be 117,539,127, 3,263, 1,728 for pyrene; 62,236, 43,
1,634, 1,652 for benzofalpyrene; 86, 304, 92, 2,295, 2,068
Jor benzo[a]pyrene toxic equivalents, calculated using the
henzofalpyrene toxic equivalency factors; 467, 1 471, 392,
8,981, 6,837 for a total of seven probable Inunan
carcinogenic PAHs: henzo[a]anthracene, chrysene,
benzo[blfluoranthene, benzof k]fluoranthene,
henzofa]pyrene, dibenz{ah]anthracene,
indenof1,2,3-cd]pyrene; 911,2,941,672, 16,183, 13,718
for the total of 16 PAHs, recommended by the U.S.
Environmental Protection Agency: naphthalene,
acenaphthylene, acenaphthene, fluorene, phenanthrene,
anthracene, fluoranthene, pyrene, benzofaJanthracene,
chrysene, benzof b)fluorauthene, benzof k]fluoranthene,
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PRE CONCENTRATION OF NITROSAMINES FROM AQUEOUS SAMPLES BY SPE
AND MEKC

This paper describes tﬁe development of a methodology for solid phase extraction
(SPE) and pre-concentration of nitrosamines from aqueous samples using
granular activated charcoal as stationary phase. Micelar Electrokinetic Capillary
Chromatography (MEKC) was used for the separation and identification of the
nitrosamines in the extracts. Using a sample with 50 pg L™ of each nitrosamines
standards  (dimethyinitrosamine, DMN; diethyinitrosamine, DEN; N-
nitrosopyrrolidine, NPYR; N-nitrosopiperidine, NPIP; N-nitrosomorpholine, NMOR),
the methodology showed a range of recuperation from 29 to 107 % with a linear
zone between 10 and 500 pg L. The developed methodology can be applicabie to

the determination of these analytes in different aqueous samples.

Keywords: nitrosamines; SPE; active charcoal



INTRODUGAO

O termo nitrosaminas reine uma grande variedade de tipos estruturais de
compostos de diferentes pesos moleculares, que surgem como produtos da
reacdo de aminas ou aminoderivados com agentes nitrosantes. A caracteristica
estrutural comum?-3 é a presenc¢a do grupo funcional N-NO, incluindo nitrosaminas
e nitrosamidas. Esta classe de compostos, muitos dos quais carcinogénicos, foi
estudada em varios materiais*'4 como géneros alimenticios, produtos
farmacéuticos, amostras ambientais (agua, solo, ar etc.), pesticidas, herbicidas,
borracha, cosméticos etc. Em fungdo do potencial mutagénico e carcinogénico
destes compostos em animais, estimé-se gue o nivel de exposi¢ao toleravel pelo
homem para aé nitrosaminas mais volateis encontra-se na faixa de 5 a 10 ug kg"Z
por esta raz&o o limite de detecgdo minimo de 10 ug kg™ é geralmente aceito'™.

A determinacdo de contaminantes tragos tais como as nitrosaminas requer o
isolamento e subsequente concentragdo do analito a partir da matriz a fim atingir
limites de detecgdo mais baixost2. A extragcdo em fase sélida (EFS), uma técnica
bastante atual, &€ adequada para muitas amostras com contaminantes er’n nivel de
tracos, requer aparelhagem simples e proporciona um clean up superior a
extragao liquido-liquido, reduz substancialmente o consumo de solvente e o tempo
requerido para o preparo da amostra para analise. O custo do material em EFS,
por amostra, é igual e em muitos casos.mais baixo que a correspondente extracdo
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Neste trabalho utilizou-se a EFS, tendo como fase sélida o carvao ativo granular.
O carvédo ativo, o mais popular dos adsorventes, € tradicionalmente utilizado para
remogao de odores, sabores e cor, causados por contaminantes tragos. Sua alta
capacidade adsortiva e versatilidade permitiram expandir sua aplicagdo ao
tratamento de numerosos residuos industriais. Em geral compostos organicos com
pesos moleculares maiores que 45 g Mol™. sZo bons adsorbatos em carvdo
ativo'>".

As nitrosaminas sao normalmente analisadas por cromatografia gasosa com
detectores especificos. O TEA (Thermal Energy Analyser) é indicado na literatura
como o detector de escolha para andlise de nitrosaminas, em fungdo da sua
elevada especificidade. Entretanto, para operar continuamente, esta técnica tem
alto custo inicial, requer o uso de fraps resfriados para remogao do eluente e co-
produtos formados durante a pirdlise''*, possui uso restrito e é suscetivel a muitas
interferéncias’ . Em funcéo disto busca-se métodos mais simples e mais baratos.
A cromatografia capilar eletrocinética micelar (CCEM) tem se mostrado altamente

eficiente, rapida e flexivel como técnica de separagado analitica. Sua alta eficiéncia

permite seu emprego em muitas aplicagdes tais como andlise de proteinas,

compostos farmacéuticos e poluentes ambientais'®"®.

No presente trabalho desenvolveu-se uma metodologia para extragdo, pré
concentragdo e andlise de nitrosaminas em matrizes aquosas usando a
combinag&o da EFS com carvéo ativo e CCEM, ampliando assim as aplicagbes da
eletroforese capilar como técnica de analise, utilizando equipamentos comerciais e

capilares de silica.



PARTE EXPERIMENTAL

Reagentes

Todos os reagentes utilizados foram grau analitico, ou _superior. Acido Cloridrico,
Hidréxido de Sédio (utilizados no acondicionamento do capilar), Diidrogenofosfato
de Saddio, Tetraborato de Sédio, Acido Fosférico, y-ciclodextrina, Lauril Sulfato de
Sédio — LSS (utilizados na otimizagdo do.tampao), assim como os padrbes de
nitrosaminas (99,99% de pureza) Dimetilnitrosamina — DMN, Dietilnitrosamina -
DEN, N-nitrosopirrolidina — NPIR, N-nitrosomorfolina — NMOR, N-nitrosopipendina
— NPIP foram adquiridos da Fluka e Sigma, assim como os solventes acetona e
diclorometano, ambos grau HPLC, utilizados na EFS. A Figura 1 apresenta as
estruturas quimicas dos padrdes utilizados.

Carvéo ativo granular 8-20 mesh, foi purificado por extragdo em soxhlet com
diclorometano (DCM), por 24 h, e seco em estufa a 105 °C, por 4 h.Solugdes
estoque foram preparadas a partir de cada padrio de nitrosamina a 1000 mg mL™
em-metanol.

Solugées de trabalho: Foram usadas solugdes aquosas de padroes de
nitrosaminas (-10 a 1200 pg L"), preparadas a partir de diluigdes da solugéo

estoque com agua ultrapura (Mili Q- System Millipore, Bedford, MA).

Equipamentos



Os experimentos foram conduzidos em um equipamento de eletroforese capilar
Beckman P/ACE 5500 CE Instruments com detector de arranjo de diodos UV-Vis e
um capilar de silica fundida (50 cm X 75 um - Beckman Instruments, Fullerton, CA,
USA) foi usado par;a separagdo e quantificagdo dos analitos. O sistema
compreende uma fonte geradora de tensdo 0 — 30 kV e o software PACE para o

processamento e registro dos dados.
Procedimentos
Extracdo em Fase Sélida (EFS):

Baseado em dados da literatura e também nos resultados obtidos para o carvao
em po,° foi utilizado 1 g de massa de adsorvente e 200 mL de amostra . Otimizou-
se o fluxo da amostra aquosa através do leito de carvao ative, no processo de
adsorc¢ao, utilizando uma amostra sintética aquosa (mistura de padrdes), em
diferentes concentragdes. Esta mesma mistura foi submetida a todo o processc de
extracdo e analise apds todas as variaveis terem sido otimizadas, para avaliar a
exatidao do mesmo.

Procedimento: 1 g de carvao ativo granular foi agitado por 10 min com 20 mL de
agua MiliQ e empacotado em uma coluna de vidro (20 cm X 11 mm). O excesso
de agua foi retirado. Através desta coluna diferentes volumes (25, 100, 200 mL) de
solugdes de trabalho aquosas, em um intervalo de concentragdo entre 10 a 1000

ug L foram percoiadas. A dessorcao dos compostos do adsorvente foi feita por



eluigGes sucessivas com 10 mL de acetona, 10 mL de DCM e um volume adicional
de 10 mL de DCM.

As fragdes foram conqentradas sob fluxo de nitrogénio em banho de gelo, para
minimizar as perdas dos analitos mais leves. Os volumes foram corrigidos para 5
mL em baldo volumétrico com agua MiliQ, para andlise por CCEM. Todas as

analises foram conduzidas em triplicata.
Analises por CCEM

A separagdo por CCEM foi conduzida em um capilar de silica a 20 °C. O tampzo
utilizado para a separaco (eletrélito) foi uma solugdo 50 mMol L™ fosfato/borato e
80 mMol L™ de LSS cujo pH foi corrigido a 6,6 com uma solugéo de &cido fosférico
0,1 mol L™. A voltagem de 10 kV foi utilizada gerando uma corrente média de
80 pA. As amostras foram injetadas usando o modo de injegdo eletrocinético
aplicando uma voltagem de 10 kV por 10 s. Os eletroferogramas foram registrados
a 236 nm. As separagdes foram conduzidas do anodo para catodo.

Para ativagc&o dos grupos silandis, o capilar de silica fundida recém preparado foi
submetido a um ciclo de lavagens padrdo, de acordo com o’ seguinte
procedimento: solugcdo aquosa de HCI 1 Mol L™ foi passada através do capilar
durante 5 minutos seguida de NaOH 0,1 Mol L™ (10 min) e agua MiliQ (5 min).
Para a manutengdo do capilar em boas condi¢des de trabalho, sua superficie foi

regenerada uma vez ao dia por lavagens consecutivas com agua MiliQ (5 min)



seguida por NaOH 0,1 Mol L™ recentemente preparado (5 min), agua MiliQ (5 min)
e tampéao recentemente preparado (20 min).
O pico de cada analito foi identificado através da comparagdo dos tempos de

migra¢do obtidos a partir da analise dos padroes .
Método EFS-CCEM

Para avaliar o método eletroforético combinado com o processo de pré-
concentragdo otimizado, foram construidas curvas de calibragdo no intervalo de 10
a 1000 pg L. Cada ponto da curva corresponde ao valor médio obtido a partir de,
pelo menos, trés medidas independentes de areas. O limite de detecgdo (LD) foi
calculado pelo uso de trés vezes o desvio padréao do coeficiente linear dividido
pelo coeficiente angular, enquanto que o limite de quantificagao foi calculado pelo
uso de 10 vezes o desvio padréo do coeficiente linear dividido pelo coeﬂcienté
angular®’.

A exatidao do processo de pré — concentragéo foi estudada através da analise de
uma solugdo aquosa padrdo. Estudos de recuperacao foram desenvolvidos a
partir de solugdes de trabalho aquosas em intervalos de 10 a 1000 pg L. A
analise de 200 mL de uma amostra contendo 50 pg L' de DMN, DEN, NPIR,

NMOR e NPIP foi repetida 11 vezes para o calculo do desvio padréo relativo

percentual (% DPR).

RESULTADOS E DISCUSSAO



EFS

O estudo da EFS usando carvao ativo em pé ja foi testado em nosso laboratério=*,
apresentando bons resultados para o isolamento de nitrosaminas em amostras
aquosas. Entretanto, este processo implica na utilizagdo da metodologia em
batelada devido a impossibilidade de operagdo em coiluna, causada pela pequena
granulometria (100 a 400 mesh) a qual dificuita a eluigdo, resultando em
separagées extremamente demoradas. Este procedimento de EFS é, também,
muito trabalhoso, lento e expde o processo a maiores riscos de contaminagéo. Por
outro lado, 0 uso do carvao granular permite trabalhar no processo de leito fixo
(em coluna), minimizando as dificuldades e contaminagdes associadas ao
processo em batelada.

A Figura 2 apresenta os dados relativos a variagao da recuperag¢io obtida para o
método usando todo o conjunto de nitrosaminas, em fungdo da vazéo da amostra
através da coluna. Observou-se que o fluxo de 2,5 mL min™ proporciona melhores
recuperagdes. Quando o processo € conduzido com a maxima vazdo,
5,0 mL min” (torneira totalmente aberta), ocorre reducao signiﬁcativa'nas areas
dos compostos NPIP, NPIR, DEN, indicando a necessidade_} de tempo de contato

um pouco maior.

Estudo das recuperagdes para carvdo granular e saturagdo dafase



A Tabela 1 apresenta as variagGes de recuperag¢a@o obtidas variando-se o volume
e a concentragdo das amostras sintéticas. Os valores de recuperagbes encontram-
se dentro da faixa obtida pelo método oficial EPA 8070A% recomendado para
andlise de nitrosaminas em amostras aquosas. Observa-se, nesta tabela, que
analise direta por CCEM das amostras apds o processo EFS (aguas residuais)
permitiu a detecgdo dos compostos DMN e NMOR, a partir de 25 mL de uma
amostra sintética contendo 20 ug de cada nitrosamina, indicando que as mesmas
ndo foram totalmente retidas na coluna. Isto foi confirmado no estudo de amostras
sintéticas onde a massa de cada nitrosamina foi aumentada cerca de 100 vezes
(200 mL da solugdo 200 ug L™). A percentagem de recuperagdo neste caso é
reduzida a medida em que a percentagem de compostos que permanecem junto a
agua residual sofre um incremento.

O aumento do volume de amostra a ser percolada de 25 para 200 mL favoreceu o
estudo de faixas de concentragdo mais baixas, porém o composto DMN (menor
massa molecular e maior polaridade) parece sofrer um lixiviamento indicado pela
queda na percéntagem de recuperagado quando se passa de 25 para 200 mL de
amostra.

As baixas recuperag¢des apresentadas pelos compostos DMN, NPIR e: NMOR se
explicam por sucessivas perdas durante os processos de troca de solvente e
reducdo de volume, e, principalmente, durante a adsor¢do a partir do extrato

aquoso, em fungdo da elevada polaridade.
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Caraterizagao do método

A Tabela 2 apfesenta as equagdes resultantes da regresséo linear e os principais
parametros para caracterizagdo do método EFS analisado por CCEM, obtidos a
partir da construg@o de curvas de calibragéo por pré-concentragéo de 200 mL de
misturas sintéticas, utilizando carvdo ativo granular. Os limites de detec¢éo,
linearidade e reprodutibilidade da metodologia sao aceitaveis para a variedade de
analitos estudados na faixa de concentragdo de 10 a 500 ug L™.

Observa-se que os limites de deteccao variaram entre 9,6 — 3,4 pg L™, estando de
acordo com o exigido como pré-requisito para andlise de nitrosaminas'=. Como os
limites de detec¢do foram calculados a partir do desvio padréao do coeficiente
linear, uma maior concordancia dos resultados implica em menores valores de LD
e LQ (limite de quantificagdo). Os valores de %DPR entre 5,6 e 13,6%,
considerados baixos para a faixa de concentragdo analisada, demonstram
repetibilidade aceitavel do método, como conseqiéncia principal da facilidade de
dessorgdo dos analitos, pelos solventes utilizados. Isto pode ser meihor
visualizado na Figura 3, a qual apresenta a comparagéo dos eletroferogramas dos
eluatos de acetona, diclorometano e agua residual (amostra apds p’>assagem
através da coluna de carvdo ativo). Mesmo sendo obtidos partir da pré
concentracdo de 2C0 ml de uma amostra sintética é 1000 ug L, observa-se que
quase a totalidade dos analitos foram dessorvidos pela acetona. A Tabela 2
também evidencia, através dos valores dos coeficientes angulares, que o método

€ mais sensivel para os compostos DEN, NPIR, NPIP, como conseqiiéncia direta
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de seus elevados teores de recuperagdo e resposta na detecgdo
espectrofotométrica utilizada no CCEM. De modo geral os coeficientes de
semelhanca (R?) indicam que as equagdes encontradas se ajustam em mais de
99,2% para explicar a relagdo entre area e concentragdo para os analitos
estudados. Os valores de Sy, por sua vez, indicam baixa incerteza no dado

obtido.

CONCLUSAO

O método desenvolvido permitiu a exirag@o, pré-concentracdo e analise das
nitrosaminas em niveis de pg L' em amostras aquosas. A aplicagdo da
metodologia a amostra sintética apresentada na Tabela 3, permitiu a determinagao
dos analitos com um erro relativo variando entre 1,6 a 8%, conforme pode ser
observado. O maior erro encontrado corresponde ao composto DMN que na
mistura estd em menor concentragdo e também esta sujeito a maiores perdas
durante o processo.

O tempo total de anélise e a eficiéncia do método usado encontram-se dentro de
valores aceitaveis para a analise de amostras aquosas como as aqui propostas.
Embora apresente alta eficiéncia, e sensibilidade para separagdo dos compostos,
a detecgéo espectrofotométrica carece da especificidade necessaria a analise de

nitrosaminas. Isto poderd ser superado em equipamentos acoplados com

detectores de massas.
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Legenda das Figuras:

Figura 1. Férmula estrutural das nitrosaminas estudadas neste trabalho

Figura 2. Influéncia da vaz&o sobre a EFS das nitrosaminas usando 1 g de carvéo

ativo granular

Figura 3. Eletroferogramas resultantes da anélise de 200 mL de uma amostra

sintética (1000 ug L) fracionada por EFS

(a) eluato com acetona, (b) eluato com diclorometano e (c) agua residual

analisada diretamente.
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Tabela 1. Estudo das recuperagdes para EFS utilizando carvao granular

20p1g de cada 10 pggde 200ug de
analito cada analito | cada analito
25 mL de Anélise direta 200 mL de 200mL de Andlise direta
amostra amostra amostra
(800 pg LY (50 g L | (1000ug L ]
% Rec.|%DP % - Agua residual|% DP|% Rec.| %DP |% Rec.|%DP [% - Agua residual{% DP
DMN | 71.2 | 3,1 28,2 10 | 203 | 56 | 193 | &4 502 4.2
NMOR | 37,1 | 2,8 10,0 90 | 51,6 {136 | 21,6 | 2,62 58,7 2,1
NPIR | 66,8 | 2,3 Nd 58,0 | 10,0 | 420 | 1,18 13,1 2,4
DEN | 783 | 2,0 nd 81,8 | 11,4 | 396 | 0,00 nd -
NPIP | 1036 | 4,0 nd 107,6 | 12,8 | 392 | 1.64 nd

* nd: ndo detectado

Rec.: Recuperagédo

DP: Desvio padrgo
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Tabela 2. Caracterizagdo do método EFS/CCEM

(Volume de amostra = 200,0 mL)

Analitos | equagao r R | Syx |LOD| LOQ | RSD %

Y=a + bx

DMN — 8=101.59:£1504 | 596 | 992 | 33260 | 9.4 | 313 | 56

b=47,9 + 1,32

NMOR  |a=117335479.1 | ( 000 | 099 | 1749 | 3.4 | 1134 | 136

b=69,7 10,69

NPIR  1a=1769,143048 | 0 005 | 995 | 517.46 | 0.6 | 324 | 100

b=94,09 +2 68

DEN ~ 1a=1565,943034 | 006 | 992 | 67117 | 95 | 316 | 114

b=96,01 +2,69

NPIP — 12=1411642248 | [ 099 | 90,8 | 49719 | 46 | 154 | 128

b=146,0 +1,98

a: coeficiente de correlagdo linear; b:coeficiente angular; S x/y: Desvio padro dos residuos; r:
coeficiente de correlagdo linear; R?: coeficiente de semelhanga (%) obtidos pela andélise da
varidncia (ANOVA) para validagdo do método; LD limite de detecgdo; LQ limite de quantificag&o
(LlDelQemugL™)
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Tabela 3: Estudo da exatiddo do método para amostras sintéticas

analito | Quantidade Quantidade %DPR % Ermo
adiciorl}af)ja (mg encontlfﬁl;ja (mg Recuperagdo | (%)

DMN 0,050 0,046 5.3 92,0 -8,0
NMOR 0,100 0,098 78 98,0 2,0
NPIR 0,250 0,246 5.0 98,4 -1,6
DEN 0,300 0,293 4.0 97,7 2,3
NPIP 0,200 0,206 9.0 97,0 +3,0

DPR = desvio padrao relativo
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ABSTRACT

A new methodology for extraction, pre-concentration and analysis of
nitrosamines 'in meat derived products was developed. The samples (canned
sausages) were distillated in vacuum steam and the nitrosamines were pre-
concentrated by solid phase extraction (SPE) with active carbon. Then, micellar
electrokinetic chromatography (MEKC) was used for the separation and
determination of the different nitrosamines contained in a real sample and gas

chromatography with a mass spectrometry detector (GC/MSD) was used as



confirmation technique. The method allowed the determination of nitrosamine
compounds at trace levels with relative standard deviation ranging from 4.0 to

22 %.
key words: nitrosamines, SPE, charcoal, MEKC
INTRODUCTION

Nitrite and nitrate are normally added to meat smoked products as canned
sausages, ham, salamis with the objective to prevent the formation of toxins
from Clostridiun Botulinum{1]. Nitrite is also responsibie for the development of
the flavor and steel react with some pigments of meat producing the desirable
red color, characteristic of these products [1-2]. The undesirable reaction
between nitrite and amine or amino derivatives, produces nitrosamines. These
compounds ére found in environment and in several foods [3-13], and have
been receiving considerable attention as a function of their high toxicity [1].
Approximately 80 % of the nitrosamines that were tested in laboratory animals
produced cancer. These compounds are amines with two organic groups (R)
and one NO group bonded to a central nitrogen [1, 2]. The alkyl nitrésamines
are carcinogenic and mutagenic, being activated by oxidation and subsequent
generation of carbonium ions, which can promote the alkylation of the DNA
[2,4]. It has been calculated that the tolerable level of human exhibition to the
most volatile nitrosamines is in the range of 5 to 10 pg Kg™' of human body. In
some countries the laws can be more strict and these limits can be dislocated to

minor values. For this reason a minimum detection limit less than of 10 pug L™



(considering the final extraction solution) is normally accepted as essential pre-
requirement for the determination of this class of compounds, in foods and in
environmental samples [2,8].

The analytical techniques that show sensibility at ug L™ levels involve, usually,
gas or liquid chromatography after the extraction from the original sample.
These methods include, necessarily, long time procedures of clean up to
remove any interference, mainly because most of the chromatographic
detectors are not specific for the functional group NNO [1-3].

The Thermal Energy Analyzer detector (TEA), the only detector that is
recognized as specific for nitrosamines, is based on the chemiluminescence
generated by the decay of the NO2 group when it is electronically excited {1,
14]. This system is expensive and not available in most of the laboratories. This
system demands the use of a spectroscopic technique for unequivocal
detection of the chromatographic peaks [1]. The combination of gas
chromatography and mass spectroscopy with ion monitoring, using different
columns has been used to the identification and quantification of nitrosamines
[1, 15].

Capillary Electrophoresis (CE) has emerged as an efficient and rapid separation
technigue in recent years and has been employed in many applications such as
analysis of proteins, pharmaceuticals compounds cosmetics and environmental
pollutants [2,16]. There is a sizeable quantity of CE methods to separate a wide
variety of analytes. However for some class of compounds as nitrosamines, it is
necessary more studies to carry out separation in commercial equipment [17].
This technique represents an aiternative to the analysis of aqueous samples,

which is not possible by gas chromatography.



For the separation of hydrophilic, low molecular weight, neutral and polar
compounds, as nitrosamines, it is necessary to develop CE techniques
enhancing their selectivity. The main reason is that these compounds do not
interact strongly with commonly used surfactants (e.g. sodium dodecy! sulfate -
SDS - or other buffers modifiers as cyclodextrins in electrokinetic
chromatography) [16-19].

Ng and co-workers [17,18] developed the separation of nitrosamines by CE with
y-cyclodextrins (CD) and an open tubular column. Janin et al [17] investigated
the separation of a select group of nitrosamines compounds by CE using sub-
ambient column temperature to improve the resolution of these compounds and
resulting in the separation of their sym and anti conformers.

The recovery.of nitrosamines at ultra trace level may require the development of
an adequate pre concentration method. Active carbon can be chosen for this
pre concentration due its low cost, versatility and easy application [20,21].

The aim of this work was to develop a methodology for the extraction, pre
concentration, separation and identification of nitrosamines in real samples
using solid phase extraction with active carbon and capillary electrophoresis
with fused silica capillary. The effects of buffer composition, instrumental
variables, the optimization of conditions and characterization of the SPE with
active carbon were investigated. The developed methodology is applicable to
the determination of these analytes in different sampies such as aqueous
synthetic samples and sausages.

The confirmation of the presence of these compounds was made by GC/MSD.
This technique is utilized to unequivocal identification of nitrosamines in

different matrices and integrates the procedure of analysis of volatiie



nitrosamines in nitrite-cured meat products utilized by USDA's Food Safety
inspection Service (FSIS), then the analytical technique give us the selectivity in

the detection need to the determination of nitrosamines.

EXPERIMENTAL

Reagents

All the reagents used were, at least, of analytical grade. Sodium dihydrogen
phosphate (NaH,PO42H,0), sodium tetraborate (Na;,B4s0710H,0), y cyclodextrin
(CD), sodium dodecyl sulfate (SDS), were purchase from Fiuka and Sigma
respectively. The standards were purchased from Sigma Aldrich and were
those recommended by the EPA 8270 method: dimethyinitrosamine (DMN),
diethylnitrosamine (DEN), N-nitrosopyrrolidine (NPYR), N-nitrosomorpholine
(NMOR), N-hitrosopipen'dine (NPIP) plus biphenyl, that was used as internal
standard (IS). These compounds were maintained at 4°C in the dark.

A 1000 pg mL™ stock standard solution of each analyte was prepared in
methanol and stored at 4°C. Spiked solutions were prepared daily by diluting
the stock solution with bi-distilled water.

The adsorbent used was an active carbon, with 100 to 400 mesh and surface
area of 860 m? g, purchased from Merck. The pore size distribution revealed a
uniform distribution with a mean pore volume of about 0.945 cm® g”. Active
carbon was purified by Soxhlet extraction with dichloromethane, during 24

hours, and dried in an oven at 105 °C by 8 hours.



Equipment

CE: Experiments were carried out in a Beckman PACE 5500 CE instrument.
and a fused silica capillary was used for the separation of the analytes. The
system comprised a 0 —~ 30 kV voltage built-in power supply, a diode array
detector and a PACE software for system control.data processing. The capillary
(50 cm x 75 um i.d.) used was obtained from Beckman instruments (Fullefton,
CA, USA). The temperature was maintained at 20 °C by using a fluorocarbon-

based cooling fluid.

GC/MSD: A Gas Chromatography instrument with Mass Spectrometer Detector
Shimadzu QP 5050A was used for confirmation purpose. A 30 m X 0.25 mm
fused silica capillary column HP-1 (0.25 um film thickness) was used for the GC
separation with the following oven temperature program: 35 °C (3 min hold)
heating to 70 °C at 5 °C min" and heating to 200 °C at 15 °C min™ (10 min
hold). The interface temperature and injector temperature were maintained at
200 °C. A volume of 1.0 uL was injected in the split mode (1:20) and the
detection was done mainly in the selected ion monitoring (SIM) mode (at m/z of
74, 100, 102, 114, 116, 154 u). In some application, mainly for confirmation of

identity, the full scan spectra were also obtained .
Sample preparation

The samples used in this work were canned sausages from Brazil (sample 1)

and from Spain (sample 2), purchased from the local market.



The extraction was carried out by vacuum steam distillation, in a rotary vacuum
evaporator (Eyela NE-1). 160 g of the sample was mixed with 100 mL of bi-
distilled water and leaving in rest for 10 min. After this time the flask containing
the mixture was connected to the rotary evaporator and the distillation took
place. It was.applied the maximum vacuum of a rotary oil pump and the water
bath was heated to 65 °C. The condenser was cooling with water (4 °C) and the
distilled was received in a flask of 500 mL in an ice bath. These conditions were
maintained until no more distilled is produced, approximately 80 min. The
distilled product was kept below 0 °C in the dark. This procedure was adapted
from the method described by Telling at al.[15].

Active carbon in powder (100 to 400 mesh) was utilized to the pre concentration
of the aqueous extracts. The variables affecting the SPE, such as adsorbent
mass (0.5 - 1.0 g), adsorption time (15 — 45 min) and aqueous sample volume
(25 — 200 mL ), were studied in different levels of concentration (0.05 — 0.8 mg
L™"). The recovery studies were performed in aqueous synthetic sample, spiked
real samples and unspiked real samples.

200 mL of each sample (aqueous distillate of solid sample) were magnetically
stirred with 1.0 g of active carbon by 45 minutes. After this, the adsorbent was
separated by filtration using a quantitative paper (Whatman, cat No: 1442125,
ashless, model 42).

The liberation cf the compounds from the adsorbent was done by elution with
10 mL of acetone, 10 mL of dichloromethane and an additional volume of 10 mL
of this last solvent.

The fractions were concentrated under N, stream in an ice bat_h; The volumes

were adjusted to 1 mL and received 2 mg L™ of biphenyl (as internal standard)



for the analysis by GC/MSD and adjusted to 5 mL with bi-distilled water for the
analysis by capillary electrophoresis. All the analyzes were made at least in
triplicate.

Analysis of samples

Electrophoretic procedures — Prior to the first use, each new capillary was

subjected to a wash cycle, according to the following procedure: 1 Mol L™ HCI
solution was passed through the capillary (5 min), followed by NaOH 0.1 Mol L™
(10 min) and bi-distilled water (5 min). In order to maintain the capillary under
good working condition, its surface was regenerated once a day by consecutive
washing with water (5 min) followed by freshly prepared 0.1 Mol L' NaOH (5
min), water (5 min) and fresh buffer (50 mMol L™ phosphate —~ borate and 80
mMol L of SDS) during 20 min. The MEKC separation was performed in a.
fused-silica capillary, at 20 "C. A voltage of 10 kV was used producing a mean
current of 70 pA. Samples were injected by using the electrokinetic injection
mode at 10 kV for 10 s. Electropherograms were recorded at 236 nm.
Separations were carried out from the anode to the cathode. The' pH was

corrected to 6.6 with phosphoric acid 0.1 Mol L™.

RESULTS AND DISCUSSION

Pre-concentration



The agitation time, mass and elution system were optimized to achieve the best
efficiency of SPE with active carbon using synthetic sample. Table | shows the
results in terms of recovery when the maximum values were used for each
variable, such as 45 minutes of adsorption time, 1 g adsorbent, and 200 mL of
sample volume to obtain the higher possible recovery.

Tabie |
The low recovery values (approximately 40 %) for the compounds NMOR, DMN
and NPYR couid be justified by the strong interaction with the aqueous matrix.
These compounds show high polarity and can remain in the residual water after
extraction. The study in the concentration at 0.4 mg L™ aliowed the detection of
these compounds in the residual water. In the concentration of 0.8 mg L™ all of
the compounds were detected in the residual water, indicating the saturation of
the solid phase.
Another source of losses in the procedure can occur during the change of the-
solvent and volume reduction. This step is critical because some residues of
acetone tend to interfere in the detection of NMOR and DMN in the MEKC
analysis.
The recovery values of the SPE procedure using solid spiked samples are low
due to the difficuity in the extraction from the solid matrix in the vacuum steam
distillate and also because of the concurrence among nitrosamines and other

compounds in the samples.

Analysis of real sample
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Performance of the Micellar Electrokinetic Capillary Chromatography

(MEKC) method

SDS (40 to 80 mMol L") was used to improve the separation of the compounds
due to the fact that it shows to have a key aspect for an efficient separation in
MEKC. It acts as a pseudo-stationary phase of a chromatographic separation.
The use of 80 mM L™ of SDS increased the capacity factor inducing a Higher
interaction of compounds with SDS and the resolution of the peaks was
improved. For the development of this methodology it was used a standard
mixture of 5 standard compounds (according Figure 1). The optimized variables
and the best results that were obtained are showed in the Table Il. Figure 2
shows the electropherogram after optimization of the variables. As it can be
seenin Tablé I, the addition of y-CD does not improve the separation and in the
optimization method it did not added this substance.

Table Il, Figure 1, Figure 2
In order to check the performance of electrophoretic method, a calibration curve
was constructed without any pre-concentration of the sample in a concentration
range from 0.50 to 10.00 mg L'. Each point of the calibratipn curve
corresponds to the mean value obtained from, at least, three independent area
measurements. The limit of detection (LOD) was calculated by using 3-times
the standard deviation of the intercept divided by the slope, whereas limit of
quantification (LOQ) was calculated by using 10-times its standard deviation of
the intercept divided by slope. The comresponding regression equation and other
characteristics parameters for the determination of the nitrosamines compounds

are shown in Table lil. Eleven replicate analysis were performed on synthetic

11



sample at 2.0 mg L™ in order to evaluate the precision of the method to each
compound. The results are also summarized in Table {ll. The LOD value was
between 160 and 240 pg L™ and LOQ value was between 520 and 820 pg L.
Furthermore a calibration curve was carried out including the pre concentration
step in active carbon, with concentrations varying from 50 to 500 ug L. In this
case the calculated LOD was between 34 - 60 ug L™ to 100 mL of sample and
22 — 35 pg L to 200 mL of sample for all nitrosamines studied. The results are
summarized in Table V. The use of the pre-concentration procedure improved
sensibility and detection limit.

Table lll, Table IV

GC/MSD

This technique was applied to Brazilian sausages sample to confirm the
presence of the nitrosamines detected by MEKC.

It was constructed a calibration curve without any pre-concentration of the
sample in the range of 0.5 to 10 mg L™, according Table V. The LOD value was
among 214 — 846 ug L™ and LOQ was between 900 ~ 2821 pg L. These high
values of LOD and LOQ proved that the technique also needs -the pre-
concentration process and presents smaller sensibility than MEKC, thus the
analysis of GC/MSD of the samples, only to confirmation purposes, were made
using pre concentration step.

Table V

Analytical applications



To demonstrate the applicability of the proposed method, it was used spiked
and unspiked real samples for the determination of nitrosamines. The
recoveries obtained for the nitrosamines in different samples and the respective
extraction procedure are summarized in Table |. The methodology allowed the
extraction, pre-concentration and separation of the nitrosamines.
The study with synthetic aqueous samples was carried out by SPE/MEKC using
three aqueous samples in distillated water. It was varied the concentration vand
the group of standards. The recoveries obtained for nitrosamines, in the range
of 68.8 to 105.0%, are summarized in the Table VL.

Table VI
Figure 3 shows the electropherogram of the eluates of acetone from solid
sample (A) unspiked and (B) spiked (with the addiction of the standards
solution). In this Figure it is possible to note the increasing in the area of some
marked peaks, indicating the presence of these compounds in the original
sample.

Figure 3
Figure 4 shows the electropherogram of the eluate of acetone from solid sample
(B) previously spiked (with the addition of the standard solutiop in the
concentration of 1 ppm before the extraction), (C) posterior spiked (with the
addition of the standards after the extraction) and (A) the standard solution at
10 mg L™, for comparing purposes. The study of the Figures shows the capacity
of the steam vacuum distillation to extracted these compounds from real
samples and to separate them by MEKC. The results suggest the presence of
NPIP, NPYR, NMOR and DEN in the samples studied.

Figure 4

13



Figure 5 shows the Single lon Monitoring Chromatogram of the acetone eluate
obtained by SPE after the vacuum steam distillation of the sample of sausages.
This Figure allows, through the study of retention time and mass specitra, to
confirm the presence of the compounds NPIP, NMOR, NPYR.

Figure 5
The simple fact of the identification of these compounds by the methodology
proposed here is very important because it indicates high concentration values

in foodstuffs, representing a risk to the human exposition.

CONCLUSIONS

The optimization of a methodology using SPE with active carbon and vacuum
steam distillation to separate nitrosamines from sausages samples and
aqueous samples was achieved. The developed technique is simple and highly
suitable for extraction, pre-concentration, separation and determination of
nitrosamines at low levels in the foodstuffs.

The combination of this extraction procedure with MEKC and GC/MSD shows to
be very suitable for the study of nitrosamine in the proposed samples. The
method shows a short analysis time, high efficiency, suitable sensitivity and it is

simple to use.
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FIGURE CAPTIONS
Figure 1. Structure of the nitrosamines analyzed in this work

Figure 2. Electropherogram of a nitrosamine standard mixture (2 mg L

Analytical conditions: Buffer- 50 mMol L™ phosphate/borate, pH 6.6, 80 mMol L' SDS, Injection

electrokinetic, 10 kV -10s, voltage applied 10kV.

Figure 3. Electropherogram of acetone eluates of the nitrosamine extracted

from 150 g of the sausages unspiked (A) and spiked (B)

Analytical conditions: Buffer: 50 mMol L~ phosphate/borate, pH 6.6, 80 mMol L' sps, Injection

electrokinetic, 10 kV -10s, voltage applied 10kV.

Figure 4. Electropherogram of (A) a nitrosamine standard solution at 10 mg L™,
(B) the acetone eluates of the extracted nitrosamine from sausages previously.
spiked, (C) the acetone eluates of the extracted nitrosamine from sausages

posterior spiked

Analytical conditions: Buffer- 50 mMol L' phosphate/borate, pH 6.6, 80 mMol L' SDS, Injection

electrokinetic, 10 kV -10s, voltage applied 10kV.

Figure 5. Single lon Monitoring Chromatogram of the acetone eluate from the
sausages

Chromatographic conditions: Column HP-1 (30 m X 0.25 mm X 0.25 um), temperature program:
35 °C (3 min hold) heating to 70 °C at 5 °C min”" and heating to 200 °C at 15 °C min™ (10 min

hold), interface temperature and injector temperature at 200 °C, split 1:20.
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Table I. Recovery of the nitrosamines for different samples

Synthetic sample Synthetic sample Synthetic sample Vacuum steam
, . __distillation
compounds 25 mL RSD% 25mL RSD % 200mL RSD % Solid sample RSD %
0.8 mg L 0.4mg L 0.05 mg L 1.0 mg kg™
160 g

DMN 61.5 6.9 447 7.9 68.3 5.2 -

NMOR 442 6.9 39.0 10.9 37.6 13.8 42.3 13.8
NPYR 67.7 11.9 37.0 11.5 38.1 13.9 38.2 15.9
DEN 86.9 10.2 78.0 12.7 91.5 12.3 55.0 9.0
NPIP 102.9 7.9 74.8 12.2 86.6 5.3 45.9 7.5

RSD = relative standard deviation

*amount of analites added at the solid sample (spike procedure) |
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Table Il. Optimized Variables and the best results for the development of MEKC

method using spiked solution

variable studied optimized

SDS 40-80 mM 80 mM

yCD 0-20 mM without yCD

pH 4.0-6.6 6.6

Injection mode Hydrodynamic electrokinetic
electrokinetic

Injection time 5-30s 10s

Injection voltage 5-20kV 10 kV

Separation voltage  5-10kV 10kV

24



Table lll. Figures of merit of the electrophoretic method without pre concentration of

samples

analytes Equation r R® Syix LOD LOQ RSD%

DMN =-865.1+236.3 0.993 994 6726 170 570 4.5
b=4149.5+76.44

NMOR a=-213.9+4217.3 0995 996 6956 240 820 5.0
b=2661.0+45.8

NPYR a=315.7+231.1 0995 996 7397 200 670 4.7
b=3462.1+48.8

DEN a=1953+149.4 0994 998 4781 160 520 54
b=2871.0+31.51

NPIP a=-684.9+2374 0997 996 7599 210 710 6.9

b=3332.2+50.1

(*) a: lntercept b: slope; S x/y: standard deviation of residual;
coefficient; R% curve fitting level (in %) obtained by analysis of variance (ANOVA) for
the validation of the model; LOD limit of detection; LOQ limit of quantification (LOD
and LOQ are expressed in pg L™"); RSD = relative standard deviation

r. correlation



Table IV. Figure of merit of electrophoretic method with pre concentration active
carbon Powder using 200.0 mL of aqueous sample

analytes - Equation r R° Syix LOD LOQ RSD%

DMN  2=1091.0:1611 0.998 996 4128 278 926 40
b=17.36+0.309

NMOR  a=3420#1244 0.996 996 1876 360 1200 1656
b=10.4+0.239

NPYR  a=568.5+148.6 0.998 997 389.9 225 751 174
b=19.8+0.290

DEN  a=-1761.742337 0.998 996 598 261 87.3 227
b=26.75+0.445

NPIP  2=-865.8:222.4 0.998 997 570.0 236 7874 207
' b=08.25+0.428

(m} a: Intercept; b: slope; S x/y: standard deviation of residual; r: correlation
coefficient; R% curve fitting level (in %) obtained by analysis of variance (ANOVA) for
the validation of the model; LOD: limit of detection; LOQ limit of quantification (LOD
and LOQ are expressed in pg L™); RSD = relative standard deviation
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Table V. Figure of merit GC/MSD method without pre concentration

analytes Equation r R® Sy/x LOD LOQ RSD
, %

DMN =0.021+0.021 0994 988 0054 214 900 1.9
* b=0.098+4.8.10°

NMOR  a=-0.03+0.015. 0993 9895 0.040 500 1667 1.0
b=0.09+3.0.10° |

NPYR  a=-0.19+0.079 0981 99.0 0204 846 2821 2.6
b=0.28+1.5. 10°

DEN a=-0.034+0.035 0993 989 0.090 552 1842 25
b=0.19+6.8.107

NPIP a=-0.17+0.04 0992 983 0103 571 1900 2.9
b=0.21+7.8.107

(*) a: Intercept; b: slope; S xy: standard deviation of residual; r: correlation
coefficient; R% curve fitting level (in %) obtained by analysis of variance (ANOVA) for
the validation of the model; LOD limit of detection; LOQ limit of quantification (LOD
and LOQ are expressed in pg L™'); RSD = relative standard deviation
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" - Table VI Analysis of aqueous synthetic samples by SPE/MEKC (conééntration in mg

L-1) P Te e e

Sample analyte Amountadded Amountfound Error(%) Recovery(%)

DMN  0.300 0.237 21 79.0
NMOR 0.050 0.044 12 88.0
1 NPYR 0.300 0.277" 7.7 g2.3
DEN 1.000 0.988 1.2 98.8
NPIP  0.800 0.734 9.0 91.0
NMOR 0.700 0.617 11.9 88.1
NPYR 0.900 0.882 3.0 97.0
2 DEN  0.200 0.168 6.0 84.0
NPIP  0.400 0.333 6.8 83.2
DMN  0.300 0.200 31.4 68.6
NMOR 0.500 0.343 31.4 68.6
3 NPYR 0.800 0.570 28.8 71.2
DEN  0.600 0.633 5.0 105

NPIP 0.300 0.252 16.0 84.0
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