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RESUMO

O cancer ¢ a segunda maior causa de morte humana na atualidade. E considerada uma
doenga multifatorial, podendo estar associado a fatores ambientais como a dieta. Esta
tese, composta por cinco capitulos, teve como principal objetivo elucidar a formagao dos
mutagénicos 2-metil-1,4-dinitro-pirrol (DNMP) e do écido etilnitrélico (ENA) na reacao
entre conservantes utilizados no processamento de carnes. Para isso, diversas ferramentas
analiticas e modelos estatisticos foram desenvolvidos com éxito proporcionando
inovagdo quimica a esse cenario. Os resultados obtidos corroboram a decisao da Agéncia
Internacional de Pesquisa sobre Cancer (IARC) de classificar as carnes processadas como
cancerigenas para humanos. Mais de 100 amostras comerciais foram analisadas e 38%
continham adi¢do irregular de nitrito e sorbato. Além da utilizagdo excessiva de
conservantes, ENA (> 5,00 ug kg') e DNMP (> 12,0 pg kg!) foram detectados em
amostras de mortadela, bacon, linguica calabresa e paté. Além disso, mortadelas
produzidas em escala piloto com 0,3% de nitrito e 0,034% de sorbato, sem eritorbato de
sodio, apresentaram altas concentracdes de ENA e DNMP. Esses resultados alertam sobre
um grande problema de saude publica, demandando incremento da fiscalizacdo e Ciéncia
dos Alimentos para sua resolucdo. Dessa forma, o micro-organismo Lactobacillus
bulgaricus (LB-UFSC 001) foi empregado em um tratamento experimental para que,
através da fermentacdo, pudesse biodegradar ENA e DNMP na mortadela fabricada em
escala piloto. Houve diferenca significativa (p < 0,05) das concentragdes de ENA e
DNMP nas mortadelas antes e apds o tratamento. A identificacdo dos principais
metabolitos contribuiu para a elucidagao das principais rotas metabolicas, demonstrando
que LB-UFSC 001 utiliza-se de nitrorredutases e hidratases nitrilicas para modular os
compostos mutagénicos na matriz carnea. Esta tese demonstrou que compreender os
mecanismos envolvidos na formagao e inibi¢ao de carcindgenos, bem como a composicao
quimica e microbioldgica da matriz, pode fornecer evidéncias mais claras sobre as
classificagdes de risco de cancer atribuidas mundialmente ao consumo de carnes
processadas.

Palavras-chave: Cancer. Satde publica. Acido sorbico. Nitrito. Produtos carneos.

Bactérias acido lacticas. Seguranca alimentar. Metrologia quimica.



ABSTRACT

Cancer is the second leading cause of human death today. It is considered a multifactorial
disease and may be associated with environmental factors such as diet. This thesis,
composed of five chapters, aimed to elucidate the formation of mutagens 2-methyl-1,4-
dinitro-pyrrol (DNMP) and ethyl nitrolic acid (ENA) in the reaction between
preservatives used in meat processing. For this, several analytical tools and statistical
models have been successfully developed providing chemical innovation to this scenario.
The results corroborate the decision of the International Agency for Research on Cancer
(IARC) to classify processed meats as carcinogenic to humans. More than 100
commercial samples were analyzed and 38% contained irregular addition of nitrite and
sorbate. In addition to non-compliant of preservatives, ENA (> 5.00 pg kg™') and DNMP
(> 12.0 pg kg!) were detected in samples of mortadella, bacon, pepperoni, and paté.
Moreover, high concentrations of ENA and DNMP were quantitated in mortadella
produced on a pilot scale with 0.3% nitrite and 0.034% sorbate without sodium
erythorbate. These results warn of a major public health problem, demanding the
improvement of official inspection and food science for its resolution. Thus, the
microorganism Lactobacillus bulgaricus (LB-UFSC 001) was used in an experimental
treatment to biodegrade ENA and DNMP by fermentating mortadella samples produced
in pilot scale. There was a significant difference (p < 0.05) in ENA and DNMP
concentrations in the mortadellas before and after treatment. The identification of the
main metabolites contributed to the elucidation of the main metabolic pathways,
demonstrating that LB-UFSC 001 uses nitro reductases and nitrile hydratases to modulate
mutagenic compounds in the meat matrix. This thesis has shown that understanding the
mechanisms involved in carcinogen formation and inhibition, as well as the chemical and
microbiological composition of the matrix, can provide clearer evidence on the cancer
risk ratings attributed to the consumption of processed meats worldwide.

Keywords: Cancer. Public health. Sorbic acid. Nitrite. Meat products. Lactic acid

bacteria. Food safety. Chemical metrology.
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INTRODUCAO

A deterioracdo dos alimentos deve-se a uma vasta gama de reagdes, destacando-
se as de origem microbioldgica. Além de perdas econdmicas para a industria, micro-
organismos patogénicos podem contaminar os alimentos e gerar danos a saide dos
consumidores. O uso de conservantes ¢ uma das principais estratégias utilizadas pela
industria de alimentos na agdo antimicrobiana (RAJKOVIC; SMIGIC; DEVLIEGHERE,
2010). Entretanto, o uso irresponsavel de conservantes pode estar entre os principais
perigos quimicos presentes nos produtos alimentares (MOLOGNONI et al., 2018a).
Devido a constantes escandalos que assolam a industria e opinido publica, o uso irregular
de aditivos alimentares esta entre as principais preocupacdes dos consumidores nos
ultimos anos (SHIM et al., 2011; CAROCHO; MORALES; FERREIRA, 2018; ABBAS
etal., 2018).

Estudos recentes demonstram que o uso abusivo de conservantes em produtos de
origem animal ¢ ainda uma pratica atual, e requer atencdo em determinadas localidades
do mundo (MOLOGNONI et al., 2016a; MOLOGNONI et al., 2016b; SANTOS et al.,
2016; MOLOGNONI et al., 2018a; MOLOGNONI et al., 2018b; ZHANG et al., 2018).
Além do consumo excessivo dessas substancias, os consumidores podem estar expostos
a produtos de maior potencial toxico, como os provenientes de reacdes entre conservantes
de alimentos (MOLOGNONI et al., 2018b; HERRAIZ; GALISTEO, 2018). Além disso,
acdes antropogénicas correlacionadas ao uso indevido de conservantes podem impactar
o meio ambiente de forma negativa (WANG; KANNAN 2016; KIM et al., 2018).

Nos anos 80, os efeitos sinérgicos de conservantes na conservacao de produtos
carneos foram investigados. Vantagens como a extensdo da vida de prateleira, inibicao
de patdgenos (por exemplo, Clostridium botulinum), redu¢do na quantidade de sais de
cura e inibi¢do da microbiota deteriorante em produtos fermentados foram revelados
(ROBACH; STATELER, 1980; ROBACH, SOFOS, 1982; SOFOS). No entanto, as
reagdes entre certos conservantes resultaram na formagdo de compostos com
propriedades mutagénicas do DNA (HAYATSU; CHUNG; NAKAJIMA, 1975; KITO;
NAMIKI; TSUJI, 1978; NAMIKI et al., 1981; SCOTTER; CASTLE, 2014). A formacgao
de compostos N-nitroso e C-nitroso foram os mais citados na literatura (ROBACH;
STATELER, 1980; HERRMANN et al., 2015; HERRAIZ; GALISTEO, 2018).

Os carcinomas estdo entre as doengas mais temidas pela populagdo mundial. De

fato, ap6s as doencas cardiovasculares, sdo a principal causa de morte humana (WHO,



2018). Por envolver fatores genéticos e ambientais, o cancer tem sido considerado uma
doenca multifatorial. Dessa forma, o risco de desenvolver muitos tipos de carcinomas
pode estar associado ao tipo de dieta do individuo (LATINO-MARTEL et al., 2016).
Segundo a TARC (International Agency for Research on Cancer), hd evidéncias
suficientes para classificar o consumo de carnes processadas como carcinogénico para
humanos. Entre os principais fatores que levaram a essa classificagdo, pode-se citar o
processamento industrial e os aditivos alimentares (IARC, 2015). No entanto, a avaliacao
de risco ¢ imprescindivel para estabelecer quais sdo os compostos, mecanismos € a
exposicao que levam ao aumento da incidéncia ao cancer. Ainda existem muitas lacunas
sobre as informagdes a respeito dos agentes carcindgenos, a influéncia do processamento
industrial e da culinaria no risco aumentado de canceres. Poucos estudos estao disponiveis
a respeito das reagdes entre os conservantes no processamento de produtos carneos
(EFSA, 2015; DOMINGO; NADAL, 2017).

O apoio laboratorial ¢, sem duvida, imprescindivel no que tange a seguranga dos
alimentos. Entretanto, a evolu¢do dos métodos analiticos deve acompanhar o grau de
sofisticagao das adulteracdes e dos reais riscos a saude dos consumidores, em decorréncia
do consumo de alimentos processados (MOLOGNONI et al., 2018a). A espectrometria
de massas (MS) consiste de uma técnica sensivel e versatil, proporcionando novas
respostas para a resolugdo de problemas consolidados (YOSHIMURA et al., 2016;
MOLOGNONI et al., 2016a). Hifenada a cromatografia liquida (LC-MS/MS), possibilita
desenvolver ferramentas analiticas com carater multipropdsito. Isso facilita o apoio
laboratorial a fiscalizacdo de alimentos, uma vez que encurta o tempo de analise, reduz
custo com a substituicdo de diversos métodos e proporcionam uma vasta gama de
informagdes. Geralmente, ¢ aplicada a mais de um composto/matriz com caracteristicas
fisico-quimicas distintas, mas que fazem parte do mesmo problema e/ou risco associado
ao consumidor.

Estudos relatam que os componentes alimentares e as modificagdes no
processamento podem modular compostos carcinogénicos em alimentos ou sistemas
vivos. Embora os mecanismos ainda ndo sejam totalmente elucidados, a agdo
desmutagénica por propriedades antioxidantes de fendlicos e 4acidos organicos
(VITAGLIONE; FOGLIANO, 2004), conversdao por enzimas especificas produzidas
pelas células (FUCHS et al., 2008), adsor¢dao a parede celular de micro-organismos
(HASKARD, BINNION, AHOKAS, 2000), redu¢ao enzimatica (DE OLIVEIRA;
BONATTO; HENRIQUES, 2010), entre outros, vém sendo relatados. As bactérias acido



laticas (BAL) tém sido muito estudadas na biorremediacao de nitro compostos na area
ambiental (DE OLIVEIRA; BONATTO; HENRIQUES, 2010; SERRANO-GONZALEZ
et al., 2018). No entanto, o uso de BAL na bioconversao e inibi¢do de compostos toxicos
nos alimentos ainda foi pouco explorado. A biodisponibilidade, os efeitos interativos e os
fatores que determinam as atividades dos micro-organismos na a¢do desmutagénica
devem ser estudados, podendo contribuir para a garantia da inocuidade dos alimentos.

Nesse contexto, esta tese permitiu o desenvolvimento de novas ferramentas
analiticas para o controle de alimentos, visando obter base e confiabilidade nos estudos
relacionados a formagao, quantificagdo e inibi¢cdo de compostos carcinogénicos formados
durante intera¢des de conservantes no processamento de carnes. O desenvolvimentos de
técnicas de bioconversdo de carcindgenos e mudancas nas atuais condigdes do
processamento carneo podem ser a chave para a resoluc¢ao de problemas de saude publica,
representando a importancia e o estado da arte desta tese de doutorado. Dessa forma, este
trabalho estd dividido em:

Capitulo I: Revisdo da literatura, que aborda as principais problematicas e temas
envolvidos no estudo, como os compostos toxicos formados na interagdo entre
conservantes e processamento industrial carnes, método analiticos de controle e agentes
inibitorios desses compsotos.

Capitulo II: Uma ferramenta multipropodsito para a inspecio de carnes,
pescados e derivados, cujo objetivo foi desenvolver um método para determinacgdo
simultanea de diversas classes de aminas biogénicas e conservantes por LC-MS/MS.

Capitulo III: Avaliagao dos mutagénicos acido etilnitrélico e 2-metil-1,4-dinitro
pirrol em produtos carneos, cujo objetivo foi desenvolver métodos para a extracdo e
determina¢do simultdnea dos mutagénicos 1,4-dinitro-2-metilpirrole (DNMP) e acido
etilnitrélico (ENA) por LC-MS/MS.

Capitulo IV: Biotransformac¢ao microbiana de compostos mutagénicos do tipo
N-nitro, C-nitro e C-nitroso em produtos carneos por Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus, cujo objetivo foi utilizar culturas selvagens de L. bulgaricus para
biodegradar ENA e DNMP em mortadela submetida a diferentes condigdes experimentais
de processamento. Um estudo analitico sobre a formacdo e estabilidade dos compostos
de degradagdo do tipo N-nitro-, C-nitro- e C-nitroso foi empregado.

Capitulo V: Influéncia dos parametros de desempenho analitico em abordagens
experimentais para a estimativa da incerteza de medicio em analises de

conservantes em alimentos, cujo objetivo foi demonstrar a influéncia que as incertezas



aleatorias obtidas em procedimentos de confirmacdo de desempenho de métodos
analiticos, tém nas abordagens empiricas de estimativa de incerteza de medicao de ensaios
quimicos quantitativos e qualitativos para analise de conservantes em alimentos.

Os artigos publicados em revistas indexadas referentes aos capitulos estdao

disponiveis no apéndice desta tese.



CAPITULOI- INTERACOES DE CONSERVANTES NO PROCESSAMENTO
DE CARNES: FORMACAO DE COMPOSTOS CARCINOGENICOS,
METODOS DE CONTROLE E AGENTES INIBITORIOS



APRESENTACAO DO CAPITULO

No presente capitulo ¢ apresentado um artigo de revisao. Ele aborda informacgdes
a respeito da formagdo, toxicidade, controle analitico ¢ métodos de inibi¢dao de alguns
compostos carcinogénicos formados durante a interagdo entre conservantes no
processamento de carnes. De acordo com os dados da literatura, existem evidéncias
suficientes para considerar o consumo de carnes processadas como cancerigeno para
humanos. Entretanto, poucos estudos sobre a formac¢ao de compostos carcinogénicos a
partir de reacdes entre de conservantes estdo disponiveis. Compreender os mecanismos
envolvidos em tais processos pode fornecer evidéncias mais claras sobre os riscos
aumentados de desenvolver alguns tipos de carcinomas a partir do consumo de carnes
processadas. As reagdes entre os conservantes nitrito de sodio com o sorbato de potassio
foram os mais abordados e discutidos no capitulo, uma vez que sdo os principais objetos

de estudo desta tese. Esta revisdo foi publicada no periddico Food Research International.

Artigo publicado:

MOLOGNONI L. et al. Interactions of preservatives in meat processing: formation of
carcinogenic compounds, analytical methods, and inhibitory agents. Food Research

International, v. 125, 108608, 2019. Doi: 10.1016/j.foodres.2019.108608.



RESUMO

Os produtos carneos sao utilizados em dietas devido a sua riqueza nutricional. No entanto,
compostos toxicos podem ser formados durante o processamento, provenientes de
interacdes entre os componentes alimentares, conservantes e condi¢des especificas de
processos industriais. Os compostos N-nitroso, aminas aromaticas heterociclicas,
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, 1,4-dinitro-2-metilpirrole (DNMP) e acido
etilnitrélico (ENA) estdo entre os principais compostos de interesse toxicoldgico. As
evidéncias apresentadas nesta revisao corroboram a decisdo da Agéncia Internacional de
Pesquisa sobre o Cancer (IARC), de classificar o consumo de carnes processadas como
carcinogénico para humanos. Este artigo também visou esclarecer como esses compostos
sdo formados, assim como seus possiveis efeitos toxicos em humanos. Foi demonstrado
que o abuso de conservantes e outros aditivos proibidos contribuem na formacao de
compostos cancerigenos em produtos carneos. Por outro lado, a formagdo desses
compostos nao se deve apenas ao uso de aditivos, uma vez que podem ser formados
durante os processamentos ou na digestdo, sem ligacdo clara a qualquer aditivo.
Estabelecer limites residuais para os principais contaminantes formados durante o
processamento de carnes ¢ fundamental, como para 0 DNMP e ENA. O escopo dos
contaminantes monitorados em programas de seguranca alimentar deve ser estendido para
poder avaliar-se os reais riscos ao uso inadequado de aditivos alimentares. Dessa forma,
métodos analiticos modernos e confidveis para a analise de compostos carcinogénicos em
produtos carneos devem estar disponiveis. Por outro lado, o uso de processos
fermentativos e enzimaticos na bioconversao de compostos toxicos em alimentos tem
sido reportados. O uso de antioxidantes esta entre as principais abordagens na inibicao de
compostos carcinogénicos em carnes processadas, devido ao baixo custo e eficdcia. Dessa
forma, a classificacdo da IARC deve considerar no futuro os diferentes tipos de produtos
carneos, bem como sua composicdo quimica e microbioldgica. Estudos adicionais sdo
necessarios para esclarecer quais sao 0s compostos € 0s mecanismos que levam ao risco
aumentado de desenvolver carcinomas devido ao consumo de carnes processadas.
Estudos adicionais sobre os agentes cancerigenos devem ser realizados, incluindo suas
implicagdes na saude em relacdo ao consumo de outros alimentos.

Palavras-chave: Processamento de alimentos. Aminas aromaticas heterociclicas.
Produtos carneos. Compostos N-nitroso. Nitro compostos. Hidrocarbonetos aromaticos

heterociclicos.



ABSTRACT

Meat products are important for balanced diets because of their nutritional richness.
However, noxious compounds may be formed by interactions among reactants and
specific conditions in processed meats. N-nitroso compounds, heterocyclic aromatic
amines, polycyclic aromatic hydrocarbons, 1, 4-dinitro-2-methyl pyrrole (DNMP), and
ethyl nitrolic acid (ENA) are among the main compounds of toxicological concern. This
review corroborates the International Agency for Research on Cancer's decision to
classify those foodstuffs as carcinogenic to humans. Furthermore, this paper also aimed
at clarifying how noxious compounds are formed in meat products, as well as their health
effects for consumers. The preservatives abuse and the use of forbidden additives may
increase the formation of carcinogens. Risks are not only due to preservatives, since some
compounds are formed during processing or digestion, without clear link to any additive.
Regulation should set specific residue limits for other noxious compounds in meat
products, such as DNMP and ENA. The scope of control programs should be extended
instead of assessing the proper use of additives only. Thus, reliable analytical methods
for the quantitation of carcinogens should be available. Fermentative and enzymatic
processes for bioconversion are among the main strategies to solve these problems in
foodstuffs. The use of antioxidants is the most common approach, because of its low cost
and effectiveness. In the future, the IARC classification should rather consider different
categories of processing, as well as the chemical and microbiological composition of meat
products. Further studies are still required to clarify the increase on cancer risk due to the
consumption of meat products and to elucidate the main mechanisms of carcinogenicity.
Notwithstanding, such carcinogens cannot be neglected, but continuously investigated,
including their health implications in relation to other foods.

Keywords: Food processing. Heterocyclic aromatic amines. Meat products. N-nitroso

compounds. Noxious compounds. Polycyclic aromatic hydrocarbons.



1 INTRODUCAO

Durante séculos a carne tem sido uma importante fonte de proteina para os seres
humanos, fornecendo-lhes também vitaminas (especialmente do complexo B) e minerais
como ferro e zinco (PEREIRA; VICENTE, 2013). Devido a sua rica composi¢ao
nutricional, a deteriora¢dao pode ocorrer por uma vasta gama de reacdes, destacando-se as
de origem quimica e microbiologica. Historicamente, a necessidade de armazenar e
transportar carnes levou ao desenvolvimento de técnicas de processamento que
aumentaram seu poder de conservagdo. Desde o final do século XIX, a industria de carnes
se desenvolveu expressivamente servindo de modelo para outros processos industriais de
escala produtiva em série (FOER, 2011).

A possivel presenca de compostos nocivos a saide dos consumidores como N-
nitroso (NOCs), aminas aromaticas heterociclicas (HAA) e hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos (PAHs), levou a Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC)
em 2015, a classificar o consumo de carnes processadas como “Grupo 1 - carcinogénico
para humanos”. Essa classificagdo foi baseada em evidéncias suficientes de que o
consumo de carnes processadas pode levar a incidéncia de cancer colorretal. Utilizando
metanalise foram avaliados mais de 800 estudos epidemioldgicos em todo o mundo. No
entanto, a falta de estudos sobre os compostos toxicos gerados na interagdo entre
conservantes de alimentos ¢ escassa (IARC, 2015).

Os principais mecanismos toxicologicos atribuidos aos produtos carneos incluem
a indu¢do de mutagdes no DNA ocasionado por HAA e PAHs, ou por aldeidos citotdxicos
e genotoxicos produzidos pelo grupo heme (responsavel pela cor vermelha da carne),
através da peroxidagao lipidica e formagao endogena de NOCs (CASCELLA et al., 2018).
No entanto, ¢ necessario se conhecer quais sdo os compostos especificos envolvidos
nessas reagdes, os mecanismos de carcinogenicidade e a influéncia do processamento
industrial e da culinaria. Além disso, a interacdo entre conservantes utilizados em
formulagdes de produtos carneos na formacao de compostos toxicos deve ser investigado
s(WHO, 2006a; DOMINGO; NADAL, 2017; CASCELLA et al., 2018). Estratégias como
a modificacdo de formulacdes, manipulacio de matérias-primas e mudangas no
processamento de produtos carneos t€m sido apresentadas como medidas preventivas a
formagdo de compostos toxicos (JIMENEZ-COLMENERO; CARBALLO;
COFRADES, 2001).
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A utilizagdo de conservantes em produtos carneos ajuda a evitar a multiplicagdo
de micro-organismos indesejaveis, reduzindo perdas econdmicas para a industria devido
a deterioracdo. Além disso, o crescimento de micro-organismos patogénicos representa
um risco para a saude dos consumidores. Dentre os conservantes mais utilizados
destacam-se: nitrito, nitrato, acidos organicos, sulfito, bacteriocinas, macrolideos
polienos, entre outros. Por outro lado, o uso irresponsavel de conservantes pode estar
entre os principais perigos quimicos presentes nos produtos alimentares (MOLOGNONI
et al., 2018b). Devido a constantes escandalos que assolam a industria e opinidao publica,
o uso irregular de aditivos alimentares estd entre as principais preocupagdes dos
consumidores nos ultimos tempos (SHIM et al., 2011; CAROCHO; MORALES;
FERREIRA, 2018; ABBAS et al., 2018).

A descoberta de efeitos sinérgicos de substidncias com propriedades
antimicrobianas constitue de grandes achados, até mesmo patentedveis (LAMBERT et
al., 2003; SHI et al., 2017). Alguns efeitos sinérgicos de conservantes no processamento
de carnes apresentaram vantagens como o aumento na vida de prateleira dos produtos,
inibi¢do do crescimento de patdgenos como Clostridium botulinum, inibicdo da
microbiota deteriorante em carnes fermentadas, reducdo na quantidade de sais de cura,
entre outras vantagens (ROBACH; STATELER, 1980; ROBACH; SOFOS, 1982;
SOFOS, 1985; ZAMORA, ZARITZKY, 1987; DROSINOS et al., 2006). No entanto,
algumas dessas reacdes geraram compostos nocivos a saude dos consumidores. A
formacao de compostos tipo C-nitro, C-nitroso e N-nitro com propriedades mutagénicas
do DNA foi revelado (HAYATSU; CHUNG; NAKAJIMA, 1975; KITO, NAMIKI,
TSUIJI, 1978; NAMIKI et al., 1980; NAMIKI et al., 1981; BINSTOK et al., 1998;
PEREZ-PRIOR et al., 2008; MOLOGNONI et al., 2018a).

Por outro lado, o processamento de carnes através da salga, tratamento térmico,
fermentacdo e defumagdo promovem alteracdes sensoriais, reacdes bioquimicas e
bacterioldgicas que resultam em melhorias do sabor, palatabilidade, digistibilidade e
aceitacdo comercial (AUGUSTIN et al., 2016). Embora ndo sejam aplicados
exclusivamente visando a conservagao dos alimentos, ha séculos sao formas reconhecidas
de evitar a ascensdo de micro-organismos mesmo sem o emprego de conservantes
(FASANO et al., 2016). No entanto, o uso de conservantes aliado a alguns desses
processos pode induzir a formacao de compostos toxicos. NOCs podem ser formados a

partir de reacdes entre o 6xido de nitrogénio proveniente de sais de cura (nitrito) com
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aminas de baixa massa molar provenientes das matrizes carneas (HERRMANN et al.,
2015; SINGH; VARSHNEY; AGARWAL, 2016; HERRAIZ; GALISTEO, 2018).

A aplicacdo de métodos analiticos modernos demonstrou que em alguns paises o
uso abuso de conservantes no processamento de carnes ainda constitui-se uma pratica
atual. (MOLOGNONI et al., 2018a; MOLOGNONI et al., 2018b; ZHANG et al., 2018).
Além do consumo excessivo de conservantes, os consumidores podem estar expostos a
outros produtos reacionais de maior potencial toxicolégico (HERRMANN et al., 2015;
MOLOGNONI et al., 2018a; HERRAIZ; GALISTEO, 2018). Ag¢des antropogénicas
correlacionadas ao uso abusivo de conservantes também podem afetar o meio ambiente,
devido a contaminacao do solo e das aguas residuais (WANG; KANNAN, 2016; KIM et
al., 2018). Dessa forma, uma atualizacdo continua das ferramentas de controle ¢
necessaria para garantir a seguranca alimentar e proporcionar o monitoramento adequado
da qualidade desses alimentos.

Nos ultimos anos, o niimero de resultados de pesquisa para os termos "carnes
processadas" e '"compostos cancerigenos" tem aumentado continuamente, com
publicacdes ja agendadas para 2021, provando que esse ¢ um assunto de grande
preocupagdo cientifica. Ao considerar algumas palavras-chave mencionadas nesta
revisdo, mais de 10.000 resultados foram alcancados para "produtos carneos e
conservantes" e mais de 160.000 resultados para "produtos carneos" foram obtidos na
plataforma Science Direct (Elsevier). Quando grupos especificos de compostos
cancerigenos foram relacionados a produtos carneos, essa mesma plataforma apresentou
de 2.000 a 3.000 resultados, demonstrando que um estudo abrangente sobre esse assunto
¢ uma tarefa bastante dificil e com devida importancia.

Nesse contexto, considerando as preocupagdes com o consumo de carnes
processadas e o abuso de conservantes, principalmente apds publicacdes recentes da
IARC, que considerou o consumo de carnes processadas como carcinogénico para
humanos, este capitulo teve por objetivo contribuir para a compreensdo de questdes
importantes e comuns de pesquisadores. Dessa forma, precisam ser exclarescidos
questionamentos levantados no passado e seu desenrolar nos dias atuais, tais como: Quais
e como sdo formados os compostos carcinogénicos provenientes de reagdes entre
conservantes, conservantes-matriz alimentar e processamento-matriz alimentar em
produtos carneos? Quais sdo os possiveis efeitos para a saude dos consumidores? Existem
niveis aceitdveis de ingestdo para esses compostos? Quais sdo os métodos analiticos

aplicados no monitoramento desses compostos? E, finalmente, quais sdo as estratégias
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dos produtores e das pesquisas recentes sobre a resolucdo para esses problemas? Existem

agentes inibitdrios para esses compostos?

2 INTERACOES ENTRE O NITRITO E SORBATO

O nitrito de sddio (NaNOy) ¢ um conservante amplamente utilizado no processo
de cura de carnes. Por outro lado, atua como um aditivo alimentar multifuncional,
proporcionando atribui¢des sensoriais especificas, retardamento de reacdes cataliticas,
propriedades antimicrobianas, entre outras fungdes desejaveis (WOJICIAK;
KARWOWSKA; DOLATOWSKI, 2014). Apesar de ser amplamente utilizado em
produtos carneos, a exposi¢do humana ao nitrito vem principalmente do consumo de
vegetais e dgua, ou na producdo enddgena através da via metabodlica enterossalivar
(GLADWIN et al., 2005; WEITZBERG; LUNDBERG, 2013). A alta reatividade do
nitrito sob condig¢des especificas de pH, temperatura e meio reacional, torna-o um agente
nitrosante capaz de gerar compostos com potencial carcinogénico (MAGEE; BARNES,
1956; HERRAIZ; GALISTEO, 2018). Resultados promissores foram alcangados pela
substituicdo total ou parcial de nitrito em produtos cérneos. Processos industriais
alternativos, como a ““cura natural” obtida a partir de extratos vegetais contendo nitrato
juntamente a culturas starter para converté-lo em nitrito, t€m sido propostos para a
substitui¢do da cura tradicional (SEBRANEK et al., 2012). Culturas iniciadoras que
convertem metamioglobina em nitrosomioglobina, pigmentos naturais, extratos vegetais,
fibras, entre outros ingredientes, foram propostas como substituintes do ion nitrito
(SEBRANEK et al., 2012). Apesar de todos os esforcos, a combinagao de caracteristicas
sensoriais marcantes nos produtos carneos, efetiva agdo contra patdogenos (por exemplo,
Listeria monocytogenes e C. botulinum) e baixo custo ndo consiste de uma tarefa simples.
Nenhuma dessas propostas ainda foi considerada uma alternativa plausivel na
substitui¢do dos nitritos pela industria da carne, principalmente em termos de seguranca
alimentar.

O nitrito continua sendo considerado um ingrediente Unico e aparentemente
insubstituivel no processamento de carnes. Apesar de todas as controvérsias da seguranca
em torno a exposicdo humana ao nitrito na dieta, os produtos carneos geralmente
fornecem uma contribuicdo minima para sua ingestdo (SINDELAR; MILKOWSKI,
2012). Assim, o nitrito ainda é considerado seguro e, portanto, ainda ¢ um aditivo

amplamente empregado pelos processadores de carne.
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Por outro lado, dietas ricas em nitrito podem até ser consideradas benéficas para
a saude por causa de seus efeitos hipotensores, antidiabéticos e antiobesidade (BUTLER,
2015; GHASEMI; JEDDI, 2017). Além disso, o nitrito pode desempenhar um papel
protetor na saude humana, pois atua como doador de 6xido nitrico em condicdes de
hipoxia. Além do efeito inibitério na oxidagao lipidica, dependendo da sua concentragao,
o nitrito pode ter efeito anti ou pro-oxidante nas proteinas, despertando o interesse dos
pesquisadores nesse aspecto (KRYCH-MADEJ; GEBICKA, 2017). Embora a
comunidade cientifica tenha apresentado varias alternativas para a substitui¢ao do nitrito
como conservante, ele ainda esta enraizado em todo mundo e sua substitui¢do ainda
depende de mudangas culturais e econdmicas.

Visando manter as caracteristicas marcantes do nitrito sobre as carnes, a proposta
de utilizd-lo em baixas concentragdes com o emprego de outros conservantes foi
incentivados no passado (SOFOS; BUSTA; ALLEN 1979). Para isso, foram requisitados
conservantes com capacidade de inibir patdgenos, que ndo apresentassem caracteristicas
sensoriais marcantes ¢ que pudessem proporcionar a diminui¢do do nitrito, com o
principal propdsito de evitar a formagao de nitrosaminas (ROBACH; STATELER 1980).
Entretanto, a formacdo de compostos mutagénicos foram relatados por diferentes
pesquisadores, provenientes da reacdo entre o nitrito de sdédio e sorbato de potassio
(Tabela 1) (HAYATSU; CHUNG; NAKAJIMA, 1975; KITO; NAMIKI; TSUJL 1978;
ANDREWS; FORNWALD; LIJINSKY, 1980; NAMIKI et al., 1981; BINSTOK et al.,
1998; PEREZ-PRIOR et al., 2008).
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Tabela 1- Principais dados e evidéncias sobre os compostos toxicos formados na interagdo entre
conservantes e processamento de carnes.
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Tabela 1 — Principais dados e evidéncias sobre os compostos toxicos formados pela interacdo entre
conservantes e processamento de carnes.
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Tabela 1 — Principais dados e evidéncias sobre os compostos toxicos formados pela interagdo entre
conservantes e processamento de carnes.
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sintético (classe III, processo amdnia); E150d: corante de caramelo sintético (classe IV, processo amonia sulfito).
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A utilizacao do acido sorbico ¢ seus sais na conservagao dos alimentos merece
destaque. Caracteristicas como maior solubilidade em relagdo a muitos conservantes,
baixo efeito no sabor, baixo custo e liberagdao para adicdo nos mais diversos alimentos
tornam esse composto muito utilizado pela industria. Além disso, apresentam efeitos
inibitorios sobre leveduras, fungos filamentosos € uma vasta gama de bactérias Gram
positivas e Gram negativas (por exemplo, Clostridium, Listeria, Micrococcus,
Pediococcus, Campylobacter, Enterobacter, Escherichia, Klebsiella, Pseudomonas,
Serratia, Vibrio). (SOFOS, 1995; THOMAS; DELVES-BROUGHTON, 2014). Estudos
sobre carcinogenicidade, teratogenicidade, mutagenicidade e demais investigagdes
toxicoldgicas extensivas foram realizadas durante a aprovacao do uso de 4cido sorbico e
seus sais em alimentos (FDA, 1975; MUNZNER; GUIGAS; RENNER, 1990). Apesar
do sorbato ser reconhecido como uma substincia segura, casos de intolerancia
idiossincratica, urticarias e pseudo-alergias em pessoas sensibilizadas foram reportadas
(HAAHTELA; HANNUKSELA, 1987; JUHLIN, 1981; WALKER, 1990). Relatos sobre
danos ao DNA de células humanas também foram reportados. Embora o mecanismo exato
ndo tenha sido reportado, a alquilagao de bases do DNA foi postulada como responsavel
por danos a linfocitos durante experimentos in vitro (MAMUR et al., 2010). Atualmente,
outros conservantes como nisina, natamicina, diacetato e propionato sao permitidos para
diversas categorias de produtos carneos (BRASIL, 2019). No entanto, existem algumas
restricoes ao uso do sorbato dependendo da categoria do produto carneo. O uso
combinado do nitrito e sorbato em produtos carneos submetidos a cozimento ndo ¢
permitido na maioria dos paises. No Brasil e nos Estados Unidos, a preocupagdo com o
sorbato ¢ bastante enfatizada, podendo somente ser utilizado na superficie de produtos
carneos secos, curados e fermentados, além do tratamento de tripas e envoltdrios antes do
cozimento (BRASIL, 2019; USA, 2012).

Por outro lado, os efeitos positivos do uso combinado do sorbato de potdssio com
nitrito de sdédio em produtos carneos foram relatados (ROBACH; STATELER, 1980;
ROBACH; SOFOS 1982; ZAMORA; ZARITZKY, 1987). Quando combinado com
acido soOrbico, o teor de nitrito em embutidos carneos pode ser reduzido
consideravelmente, diminuindo a formagao de nitrosaminas e mantendo efetiva agao
sobre C. botulinum (SOFOS, 1985). Entretanto, a reacdo entre os conservantes formaram
o0 acido etilnitrolico (ENA) e 1,4-dinitro 2-pirrol (DNMP), compostos com propriedades
mutagénicas (Figura 2, parte A) (NAMIKI et al., 1980; NAMIKI et al., 1981). Esses

compostos podem ser formados quando o nitrito estd em propor¢ao maiores que o sorbato
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(aproximadamente 8:1, respectivamente) (KADA, 1974; NAMIKI; KADA, 1975; KITO;
NAMIKI; TSUJI, 1978; NAMIKI et al., 1981). Entretanto, foi relatado que eles também
podem ser formados em baixas proporcdes de nitrito e sorbato (até 2:1, respectivamente)
(HARTMAN, 1983). De acordo com os métodos de sintese postulados desses compostos,
a otimizagdo da sua formacao se da na faixa de pH 3,5-4,2 e temperatura de 60 + 10°C,
de acordo com a figura 1, parte A (NAMIKI et al., 1981).

Osawa e Namiki (1982) isolaram e identificaram os produtos formados pela
reacdo entre NaNO, e compostos analogos ao acido sorbico (grupo diendico simples
ligado a carbonila), uma vez que sdo semelhantes a outros aditivos alimentares
empregados em alimentos. A formagao do grupo C-nitro conjugado foi essencial para
conferir mutagenicidade do composto formado. Segundo os principais resultados do
estudo, ENA e DNMP foram os principais produtos mutagénicos formados na reacdo. Os
ultimos dados da literatura demonstram que o ENA possui uma reatividade de pelo menos
40 vezes superior ao acido sorbico sozinho e 30 vezes em relagdo ao nitrito. Além disso,
o DNMP e ENA demonstraram a¢do mutagénica no teste de Ames empregando cepas
TA98 e TA100 de Salmonella typhimurium e no teste rec-assay usando Bacillus subtilis,
com e sem ativagdo metabdlica de S9 (NAMIKI; KADA, 1975; HANSEN;
TANNENBAUM; ARCHER, 1981) (Tabela 1).

Pérez-Prior et al. (2009a) conduziram um estudo para elucidar os mecanismos do
DNMP como agente alquilante. Foi utilizado a 4-(p-nitrobenzil) piridina (NBP), uma
armadilha para agentes alquilantes com caracteristicas semelhantes as bases de DNA.
Durante os estudos, foi revelado que a molécula de DNMP se decompde em condigdes
alcalinas, e que a reacdo de alquilagdo do NBP ndo ocorre de forma direta. Um produto
intermediario da decomposi¢do do DNMP proveniente de reagdes com ions hidroxido,
denominado adulto tipo Meisenheimer sofre a perda de ions nitrito. As espécies formadas
resultam em diferentes isomeros que permanecem sob equilibrio (Figura 2, parte B).
Segundo os pesquisadores, um desses isomeros pode ser o responsavel por danos ao DNA
(PEREZ-PRIOR et al., 2009a). J4 os mecanismos de alquilagio do ENA, revelaram que
o produto de decomposi¢do 6xido de acetonitrila (ACNO) ¢ o principal agente
mutagénico (Figura 2, parte B). Por outro lado, o DNMP apresentou um grau incomum
de reatividade em relagfio a outros tipos de pirrdles sem o grupo nitro no anel (PEREZ-

PRIOR et al., 2008; PEREZ-PRIOR et al., 2009b; PEREZ-PRIOR et al. 2010).
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Figura 1- Parte A: Interago entre o sorbato de potassio (1) e o nitrito de sddio (2), sob condi¢des experimentais especificas formando espécies quimicas como
o 2-metil-1,4-dinitro-pirrol (DNMP) (3) e o &cido etilnitrolico (ENA) (4). Parte B: decomposi¢cdo do DNMP e ENA produzindo espécies quimicas reativas com
potencial mutagénico, como os isdmeros estruturais (5.1, 5.2, 5.3), 5-metil-3-nitro-1H-pirrol-2 (5H) -ona (6), 6xido de acetonitrila (8), entre outros intermedidrios
4.1e7).
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Binstock et al. (1998) avaliaram as condi¢des de pH, temperatura e a presenca de
outros reagentes na formagdo de ENA e DNMP. Esses experimentos foram realizados in
vitro, num sistema modelo que se assemelhou a um produto carneo. Apesar de ser dificil
simular matrizes complexas como alimentos processados, os resultados revelaram a
potencial formacao dos compostos em condigdes semelhantes as reais. Apesar de estarem
presentes no meio liquido, moléculas com propriedades quelantes e oxidantes, como por
exemplo, aminoacidos e ascorbato, a formagao dos compostos foi confirmada. Entretanto,
os autores observaram que a formacao do DNMP foi reduzida na presenca do acido
ascorbico. Por outro lado, o ENA foi detectado em todos os sistemas testados com agentes
inibidores.

Estudos posteriores realizados na darea da Quimica Orgéinica revelaram
conhecimentos profundos sobre os aspectos fisico-quimicos do ENA e DNMP (PEREZ-
PRIOR et al., 2008; PEREZ-PRIOR et al., 2009b; PEREZ-PRIOR et al., 2009). No
entanto, poucos estudos estao disponiveis atualmente na literatura sobre esses compostos
nos alimentos. De acordo com o ultimo boletim publicado pela EFSA sobre os aspectos
atuais sobre o uso do sorbato em alimentos (“Painel de Aditivos Alimentares ¢ Fontes de
Nutrientes Adicionados aos Alimentos™), pesquisas futuras sdo recomendadas sobre a
ocorréncia de ENA e DNMP em condigdes reais de processamento (EFSA, 2015a).
Apesar disso, estudos recentes evidenciaram que o uso irregular de 4cido sorbico e nitrito
de so6dio em produtos carneos ainda persiste nos dias atuais. Esses, e parecem ser
rotineiramente utilizados em conjunto em determinados localidade do mundo (ZHANG
etal., 2018; MOLOGNONTI et al. 2018a; MOLOGNONI et al., 2018b).

Diversas amostras de produtos carneos foram analisadas quanto ao seu teor de
acido sorbico, nitrito, nitrato ¢ DNMP (MOLOGNONI et al., 2018a). De modo
surpreendente, 0 DNMP foi quantificado (ug kg') em todas as amostras. Mesmo sendo
proibido o uso do sorbato em categorias de produtos carneos cozidos adicionados de
nitrito nas formulagdes, muitas amostras contendo os dois conservantes foram reveladas.
Por outro lado, a Organizacdo Mundial de Satde (OMS) defendeu a reformulagdo
mundial de alimentos processados e preparados para alcangar o menor teor de sodio
possivel, devido a associacdo do excesso de sodio com a hipertensao (WHO, 2006b).
Entretanto, um impacto consideravel e outras implicacdes na fabricagdo de produtos
carneos processados podem ter sido gerados, sob o ponto de vista da seguranga alimentar

(TAORMINA, 2010). Dessa forma, visando o equilibrio entre a atividade de agua versus
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a proliferacdo de micro-organismos indesejaveis, isso pode ter aberto a possibilidade da

adicao de outros aditivos GRAS pelas industrias, como o sorbato de potassio.

3 INTERACOES ENTRE CONSERVANTES, MATRIZES CARNEAS E
PROCESSAMENTO

3.1 Nitrosaminas

As nitrosaminas volateis (VNA) e ndo volateis (NVNA) sdo espécies quimicas
caracterizadas pelo grupo N-nitroso. A maioria das nitrosaminas foi reconhecida como
cancerigena para humanos (KOBAYASHI, 2018) (Tabela 1). Desde a década de 50,
varios estudos sobre a formagdo e toxicidade desses compostos em alimentos tém sido
reportados, uma vez que sdo reconhecidos como uma das principais formas de exposi¢ao
humana a compostos cancerigenos (MAGEE; BARNES, 1956; LIJINSKY, 1999;
BULUSHI et al.,, 2009; HERRMANN; GRANBY; DUEDAHL-OLESEN, 2015;
KOBAYASHLI, 2018). De formula molecular genérica R,N-N = O (Figura 3, parte A), as
nitrosaminas podem ser formadas em altas temperaturas e/ou baixo pH (como no
estdmago), a partir de reagdes entre aminas, amidas ou alquiluréias com o cétion
nitrosdnio (NO™). Esse Gltimo, um potente agente nitrosante produzido a partir da
decomposicdo do nitrito residual (NOy") utilizado em sais de cura ou de 6xidos de
nitrogénio formados durante o processamento térmico da carne (LIJINSKY, 1999;
HONIKEL, 2008). A fumaga utilizada na defumacdo de carnes também pode conter
nitrosaminas, favorecendo a contaminagdo desses alimentos quando sujeitos a essas
formas de processamento (KOCAK et al., 2012). Contrariando a légica entre muitos
artigos de pesquisa, estudos recentes demonstram que em baixas temperaturas também
podem favorecer reagdes de nitrosagdo de aminas biogénicas (BAs) (KITADA; SUDA;
TAKENAKA, 2017).

As aminas biogénicas (BAs) sdo formadas principalmente por reagdes de
descarboxilagdo de aminoacidos durante rotas metabolicas de bactérias em matrizes de
origem animal. As BAs vém desempenhando papel importante como marcador sanitario
e qualidade de processamento, uma vez que a deterioracao desses alimentos ocasionado
por reagdes microbioldgicas podem gerar grandes quantidades de cadaverina, putrescina,
histamina, entre outras (PRESTER, 2016; CZAJKOWSKA-MYSLEK;
LESZCZYNSKA, 2017). Dessa forma, a descarboxilagdo de aminoacidos constitui-se em
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uma das principais fontes de aminas biogénicas precursoras de nitrosaminas em produtos
a base de carne. Pescados e produtos carneos sao meios reativos propicios a formagao de
nitrosaminas, devido a potencial fonte de aminas alifaticas (HONIKEL, 2008). Embora
sejam perigos quimicos relacionados ao processamento industrial, as nitrosaminas podem
também estar presentes em concentracdes basais em matérias-primas de carne fresca (DE
MEY et al., 2015). As principais nitrosaminas encontradas nos produtos carneos sdo: N-
nitrosodimetilamina (NDMA) N-nitrosodietilamina (NDEA), N-nitrosopiperidina
(NPIP),  N-nitroso-hidroxiprolina (NHPRO), N-nitrosoprolina (NPRO), N-
nitrosopirrolidina (NPYR), N-nitroso-2-metil-tiazolidina-4- acido carboxilico (NMTCA),
N-nitroso-tiazolidina-4-acido carboxilico (NTCA), N-nitrosodibutilamina (NDBA), N-
nitrosomorfolina (NMOR) e N -nitrosodibenzilamina (NDBzA) (Figura 3, parte B)
(GLORIA, BARBOUR, SCANLAN, 1997; HERRMANN; DUEDAHL-OLESEN;
GRANBY, 2015; DE MEY et al., 2015). Por outro lado, alcaloides, aminas secundarias
proveniente de condimentos e embalagens plasticas (contendo dibutil ou
dietilditiocarbamato) podem sofrer nitrosagdo e formar nitrosaminas (NAKAMURA;
KATOH; KAWABATA, 1981; FIDDLER et al., 2008; DOMANSKA; KOWALSKI,
2003).



Figura 2— Reagdes (parte A) e estruturas quimicas (parte B) das principais nitrosaminas detectadas em produtos carneos.
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As concentragdes de nitrosaminas dos grupos VNA e NVNA encontradas na
literatura para produtos carneos e pescados sdo muito variado, estando na ordem de pg de
nitrosaminas por kg de produto. As concentracdes das nitrosaminas estao relacionadas as
diferentes espécies quimicas (N-nitroso) e na qualidade da metrologia quimica aplicada,
especialmente em relagdo aos limites analiticos e as incertezas dos resultados (CREWS,
2010; HERRMANN et al., 2015; HERRMANN; DUEDAHL-OLESEN; GRANBY,
2015). Existe uma correlagao direta, mas nao necessariamente linear, da concentracao de
algumas nitrosaminas com a quantidade de sais de cura adicionados como fonte de nitrito
(HERRMANN; DUEDAHL-OLESEN; GRANBY, 2015). Assim, ¢ necessario controlar
o uso desses aditivos durante a formulag¢ao dos produtos carneos, bem como as condigdes
de frescor das matérias-primas carneas e as condi¢des de higiene no processamento (boas
pratica de fabricacao).

A regulamentagdo para o uso de nitrito em produtos carneos geralmente estabelece
niveis maximos para a adi¢do (exemplo, Europa), ou um limite maximo residual no
produto final (exemplo, Brasil), que geralmente é cerca de 150 mg kg”' (HERRMANN;
DUEDAHL-OLESEN; GRANBY, 2014; BRASIL, 2019). No caso especifico das
nitrosaminas, paises como Estados Unidos e Canada determinam um limite regulatorio
de no maximo 10 pg kg™ para VNA em embutidos carneos curados (USA, 2012; CFIA,
2018). Paises da Europa Oriental, como Russia e EstOnia, estabelecem limites mais
rigidos, que variam de 2 a 4 ug kg'! em alimentos frescos e defumados, respectivamente
(KOMAROVA; VELIKANOV, 2001; YURCHENKO; MOLDER, 2006).

Os niveis maximos de exposi¢ao dos consumidores as nitrosaminas também sao
muito variaveis na literatura. Song, Wu e Guan (2015) utilizaram de metanalise para
concluir que o consumo de altos niveis de nitrito ¢ NDMA aumentam o risco de
desenvolver alguns tipos especificos de carcinomas. No entanto, considerando as
limitagdes do estudo, dados adicionais sdo necessarios para entender o papel das
nitrosaminas na etiologia da neoplasia géstrica maligna. As estimativas do consumo
diario de NDMA conforme relatado na tabela 1, podem ndo representar adequadamente
0 cenario atual, principalmente em relacdo as quantidades de outras nitrosaminas
consumidas diariamente. Além disso, varios estudos relataram concentracdes de
nitrosaminas em amostras ambientais (devido a agdes antropogénicas) € em outros tipos

de alimentos (CEPA, 2001).
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A carcinogenicidade do NDMA foi atribuida a geracao de um metabolito ativo (o
ion metildiazonio). A ingestdo parece ser a principal via de exposicdo humana ao NDMA,
porque os estudos em animais sobre inalacdo e carcinogenicidade cutanea ainda sao
limitados. Por outro lado, muitos dos dados sobre nitrosaminas em produtos carneos
foram obtidos entre os anos 1970 e 1990, quando o acesso a instrumentacdo analitica
sensivel era limitado. Além disso, as consequentes mudangas no processamento de
alimentos e no controle de qualidade ainda nao estavam em vigor. Ainda hd muito a ser
pesquisado sobre condigdes favoraveis e desfavoraveis para a formagao de nitrosaminas
em alimentos, embora j& exista um consenso sobre a contribuicdo das nitrosaminas para
dietas ndo saudaveis. Nesse cendrio, deve-se ter em mente que outros ingredientes
alimentares, além de sais de cura, bem como outros conservantes e processos industriais,
podem contribuir para a formac¢do de nitrosaminas. Além disso, a estratégia de diminuir
a concentragdo de sais de cura na formulacdo de produtos carneos como medida
preventiva para a formagdo de nitrosaminas pode produzir bons resultados, desde que
outros aspectos sanitdrios ndo sejam comprometidos. Portanto, essas agdes devem

continuar sendo incentivadas e regulamentadas.

3.2 Compostos induzidos pelo processamento e degradacio de aditivos

3.2.1 N-alquil-imidazol

Corantes caramelo sao utilizados em varios alimentos, incluindo carnes
processadas. Eles consistem em misturas complexas feitas a partir do aquecimento de
aldoses com acidos, alcalis e sais (CHAPPEL; HOWELL, 1992; GOLON; KUHNERT,
2012). No processamento dos corantes de caramelo sintéticos classe III (E150c, processo
de amodnia) e IV (E150d, processo de amonia-sulfito), compostos de baixa massa
molecular com propriedades carcinogénicas, como o 4-metilimidazol (4-MEI), seu
isomero estrutural 2-metilimidazol (2-MEI) e o 2-acetil-4-tetra-hidroxi-butilimidazol
(THI) podem ser formados (NTP, 2007; JECFA, 2011; VOLLMUTH, 2018) (Tabela 1).
O composto 4-MEI ganhou destaque na opinido publica devido as grandes fabricas de
refrigerantes que empregam o corante caramelo classe IV em seus produtos consumidos

em todo o mundo (VOLLMUTH, 2018). Estudos revelaram evidéncias claras de
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atividade carcinogénica em camundongos, com base no aumento da incidéncia de
neoplasias pulmonares apds exposicdo continua ao 4-MEI (NTP, 2007) (Tabela 1).
Embora os resultados tenham sido questionados, esse estudo contribuiu para a inclusao
do 4-MEI na lista de substancias cancerigenas para humanos em alguns paises (OEHHA,
2012; VOLLMUTH, 2018). J& a TARC incluiu o composto 4-MEI no grupo 2B
“possivelmente carcinogénico para humanos” (IARC, 2011).

Ap06s anos de estudos e dados toxicologicos, a EFSA definiu um indice de ingestao
diario maximo de 100 mg de corante de caramelo sintético por kg de peso corpéreo. Em
relagio ao 4-MEI, foi considerado seguro em niveis maximos de 200 mg kg™!' no corante
de caramelo classe III e 250 mg kg! para o de classe IV. No entanto, as agéncias
reguladoras concluiram que ndo havia razdo para acreditar em qualquer risco imediato
apresentado pela exposi¢do ao 4-MEI pela dieta. As concentracdes de 4-MEI e THI em
bebidas, produtos carneos e outros alimentos adicionado de corantes sintéticos de
caramelo foram relatadas em ordem de pg kg (KARIM; SMITH, 2015; CHEN et al.,
2018; FIERENS et al., 2018; JACOBS et al., 2018). Embora os estudos demonstrem que
esses compostos geralmente ndo sao quantificados em carnes processadas, uma
preocupacao quanto ao baixo numero de pesquisas sobre a ocorréncia de alquilimidazdis
em alimentos foi manifestado (MOTTIER et al., 2017).

Os alquilimidazoéis também sdo subprodutos formados a partir de constituintes
naturais dos alimentos durante o processamento térmico. Dessa forma, alguns
pesquisadores os consideram como marcadores inadequados para o controle de
contaminantes imidazdis provenientes da adicdo de corantes de caramelo sintético
(MOTTIER et al., 2017).

Contudo, os corantes de caramelo sdo importantes ingredientes no processamento
de carnes, alguns deles sendo permitidos em quantum satis. A exposi¢cao humana e o risco
toxicoldgico pelo consumo do 4-MEI, 2-MEI e THI em produtos carneos ainda precisam
ser avaliados e esclarecidos, a fim de determinar a importancia de seu monitoramento nos

programas de saude publica.

3.2.2 Azodicarbonamida
A azodicarbonamida é um conservante autorizado no beneficiamento da farinha

de trigo destinada & panificagdo em alguns paises (CHEN et al., 2015). Durante o
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processamento térmico e desempenhando suas caracteristicas expansivas, ela pode ser
decomposta em biureia, urazol e semicarbazida. A semicarbazida foi classificada pela
IARC no grupo 3, "ndo classificavel quanto a sua carcinogenicidade para seres humanos",
uma vez que nao havia estudos suficientes sobre sua toxicidade para humanos, ¢ as
evidéncias limitadas sobre a sua carcinogenicidade em animais (IARC, 1987).

A carcinogenicidade e toxicidade cronica da semicarbazida foi avaliada em
camundongos submetidos a dietas com até 250 mg dia por um periodo de 52 semanas.
Foram relatados uma diminui¢do no peso corporal e degeneracao da cartilagem articular
dos animais. Entretanto, a formacao de carcinomas nao foi evidenciado (TAKAHASHI
et al., 2014). Yu et al. (2017) constataram altera¢des na morfologia testicular do peixe-
zebra quando exposto a semicarbazida. A inibi¢do da sintese e fun¢do do acido gama-
aminobutirico, bem como a diminuic¢do da expressao dos reguladores reprodutivos foram
postulados durante o estudo (Tabela 1).

A semicarbazida pode estar presente em baixas concentragdes em algas, camardes
e ovos, sendo formada a partir de substancias naturalmente presentes nesses alimentos,
como arginina e creatina. Também foi revelada a formacao de semicarbazida em amostras
de alimentos tratadas com hipoclorito durante a desinfeccdo ou branqueamento
(HOENICKE et al., 2004). No entanto, a maioria dos estudos disponiveis relata a
contaminagdo de carnes com semicarbazina através da biotransformagdo metabodlica de
antibioticos nitrofuranos (MULDER; BEUMER; VAN RHIIN, 2007). Apds a
administragdo da nitrofurazona em animais de producgdo, ela ¢ rapidamente metabolizada
e convertida em semicarbazida através do metabolismo animal (KWON, 2017).

Por outro lado, a contaminagdo de alimentos com semicarbazida também ¢é
proveniente da decomposi¢do térmica da azodicarbonamida, fato que resultou na sua
proibicdo na Unido Europeia (UE, 2004). A semicarbazida pode ser quantificada em
produtos carneos a milanesa, feitos com farinha tratada com azodicarbonamida. Além
disso, resultados falso-positivos para nitrofurazona podem ser obtidos ao utilizar o
marcador semicarbazina (MULDER; BEUMER; VAN RHIJN, 2007; KWON, 2017). Por
outro lado, a biureia foi considerada um bom marcador de contaminagao, pois ¢ exclusiva
da decomposicao térmica da azodicarbonamida (MULDER; BEUMER; VAN RHIJN,
2007). A Food and Drug Administration (FDA) conduziu uma avaliacdo abrangente

sobre 0 uso seguro da azodicarbonamida através da exposi¢do estimada de semicarbazida
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na populacdo dos EUA (BHAGAN et al., 2016). A azodicarbonamida foi considerada
segura quando utilizada nos niveis maximos de 45 mg kg™ na farinha de panifica¢io. Nao
foram recomendadas alteragdes nas dietas dos consumidores.

A azodicarbonamida ndo ¢ um aditivo permitido para uso direto em produtos
carneos, pois ndo possui finalidade tecnoldgica nesses alimentos. No entanto, pode ser
um motivo de preocupacdo em produtos carneos preparados a milanesa (empanados),
porque diferentes tipos de farinhas podem ser utilizadas no reaproveitamento de
industrias da panificacdo. Assim, pesquisas futuras sobre os riscos da ingestdo de
azodicarbonamida pelos consumidores de produtos carneos a milanesa sdo de interesse

especial.

4 PRODUTOS DA INTERACAO ENTRE TECNICAS DE PROCESSAMENTO E
MATRIZ CARNEA

Esta secdo discute os caminhos de formacdo de espécies carcinogénicas e
mutagénicas que ndo estdo diretamente relacionadas aos aditivos regulamentados. A
contamina¢do dos alimentos pode provir de diferentes etapas do processamento, como
ambiente, transporte de matérias-primas, limpeza e esterilizacdo de equipamentoS,
embalagens, entre outras formas. No entanto, as reagdes entre os constituintes dos
alimentos com o processamento térmico estdo entre as fontes formadoras de compostos

toxicos nos alimentos processados.

4.1 Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos

Os alimentos podem ser contaminados por hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(HPAs) em diferentes maneiras, através do ambiente (solo, agua e ar) acumulando-se a
superficie de vegetais, frutas, sementes, graos e peixes, em processos térmicos industriais
(secagem e defumacdo) e técnicas culindrias (assar, grelhar e fritar) (BANSAL; KIM,
2015; NERIN; AZNAR; CARRIZO, 2016; MOGOL; GOKMEN, 2016). Os HPAs
podem ser formados em altas temperaturas ao grelhar ou defumar carnes (LEE et al.,
2016; MALARUT; VANGNAI, 2018). A pirdlise de matérias organicas como as

proteinas, gorduras e carboidratos acima de 200°C, contato direto da gordura com a fonte



29

de calor e através da combustao incompleta do carvao em contato direto com os alimentos
constituem de diferentes fontes geradoras desses compostos. Os fragmentos de moléculas
e radicais livres gerados durante esses processos se combinam para formar compostos
aromaticos polinucleares estaveis (pirossintese), movendo-se para os compartimentos
hidrofébicos da cadeia alimentar, e por fim retidos em alimentos ricos em gorduras
(VIEGAS et al., 2014; BANSAL; KIM, 2015; FASANO et al., 2016; LEDESMA;
RENDUELES; DIAZ, 2016). Durante as rea¢des que produzem HPAs, hidrogénio e
carbono combinam-se em um composto ciclico com ligacdes simples e duplas alternadas,
com dois ou mais anéis aromaticos condensados que conferem altos potenciais
carcinogénicos e mutagénicos (AL-RASHDAN et al., 2010; BERTINETTI et al., 2018).
(Tabela 1). Os HPAs com mais de quatro anéis aromaticos apresentam maior estabilidade,
tornando-se com maior potencial de toxicidade. Esses compostos podem ser encontrados
em alimentos de diversas classes (OLATUNIJI et al., 2014).

Além dos alimentos, essas substancias sdo consideradas contaminantes do meio
ambiente. A Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA) selecionou
16 HPAs como poluentes prioritadrios (USEPA, 2010): naftaleno (Naph); acenaftaleno
(Acy); acenafteno (Ace); fltior (Fln); fenantreno (Phe); antraceno (formiga); fluoranteno
(F1t); pireno (pir); benzo [a] antraceno (BaA); criseno (CHR); benzo [b] fluoranteno
(BbF); benzo [k] fluoranteno (BkF); benzo [a] pireno (BaP); indeno [1,2,3-cd] pireno
(IcP); dibenzo [a, h] antraceno (DhA); benzo [g, h, i] perileno (BgP).

O BaP tem sido considerado o principal marcador para a ocorréncia de HPAs em
alimentos, mesmo considerando que a quantificagdo de um unico HPA nao ¢ considerado
um bom indicador de contaminacao (EFSA, 2008; FASANO et al., 2016). Assim, a soma
de quatro HPAs, denominados “PAH4” (BaP, CHR, BaA e BbF) e a soma de oito HPAs,
denominados “PAH8” (PAH4 + BKF, IcP, DhA e BgP) foram proposto para controlar
esses compostos. Por outro lado, as propriedades cancerigenas de cada composto foram
levadas em consideragdo durante a classificacdo dos HPAs. O BaP foi classificado no
grupo 1 e os outros trés HPAs relacionados ao PAH4 foram classificados no grupo 2B.
Os compostos PAHS8, como BKF e IcP, foram classificados no grupo 2B; O DhA foi
classificado no grupo 2A. O BgP nao foi classificado em nenhum grupo (IARC, 2010b).
Devido aos diferentes niveis estipulados para BaP e PAH4, foram estabelecidos limites

de acordo com a categoria de alimentos. Em produtos carneos tratados termicamente, por
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exemplo, a soma do PAH4 ndo deve exceder 30 pg kg! (UE, 2011b; BANSAL; KIM,
2015).

As exposigdes continuas aos HPAs através do ambiente e da alimentagao implicam
em um potencial genotdxico e carcinogénico para seres humanos (Tabela 1). As mutagdes
na replicagdo do DNA causadas pela ativagdo metabdlica de HPAs em células de
mamiferos por epoxidos de didis, demonstram ser o processo inicial no desenvolvimento
do canceres. Também foram relatados efeitos nao genotoxicos dos HPAs, como aumento
da pressao arterial, niveis sanguineos de lipidios/lipoproteinas e resisténcia a insulina (HU
et al., 2015).

Virios estudos foram realizados para avaliar quais géneros alimenticios sdo os
principais contribuintes para a exposi¢cado humana aos HPAs. As principais categorias de
alimentos incluem cereais e os alimentos de origem animal (peixe, crustaceos e produtos
carneos) submetidos a processamento industrial. A ingestdo média para BaP foi
estabelecida em 235 ng dia™! e para PAHS de 1729 ng dia™ nos paises europeus (EFSA,
2008).

4.2 Aminas heterociclicas aromaticas

As aminas heterociclicas aromaticas (HAA) s3o reconhecidos compostos de
propriedades carcinogénicas formados durante o processamento térmicos dos alimentos.
Sao geradas durante a pir6lise de aminoacidos ou através da reagdo entre a creatina, assim
como durante reagdes de Maillard. Dessa forma, o aumento da temperatura do
processamento pode proporcionar um aumento na formacdo desses compostos em
matrizes carneas. Condi¢des especificas do cozimento, pH, adi¢do de acucares e geracao
de radicais livres por oxidacao lipidica podem inibir ou favorecer a formagao de HAA em
produtos carneos (BULA et al., 2019).

As principais HAA consideradas provaveis agentes cancerigenos para humanos e
que podem estar presentes em nos produtos carneos sdo: 2-amino-3,8-dimetilimidazo
[4,5-f] quinoxalina (MelQx), 2-amino-3,4-dimetilimidazo [ 4,5-f] quinolina (MelQ), 2-
amino-1-metil-6-fenilimidazo [45-b] piridina (PhIP), 2-amino-3-metilimidazo [4,5-f]
quinolina (IQ) , 2-Amino-3-metilimidazo [4,5-f] quinoxalina (IQx), 2-amino-3.,4,8-

trimetilimidazo [4,5-f] quinoxalina (4,8-DiMelQx) e 2-amino-3,7,8-trimetilimidazo [4,5-
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f] quinoxalina (7,8-DiMelQx) (BARZEGAR; KAMANKESH; MOHAMMADI, 2019),
entre outras.

Como a ocorréncia de HAA ¢ generalizada nos alimentos processados
termicamente, a avaliacao continua de tais compostos toxicos ¢ de grande interesse em
relacdo a segurancga alimentar. Consumidores frequentes de carnes processadas t€ém maior
risco de serem expostos aos HAA, podendo ser detectadas em fluidos bioldgicos durante

estudos epidemiologicos (GALLAHER; TRUDO, 2017).

4.3 Acrilamida

A acrilamida e seus precursores sao contaminantes em alimentos provenientes do
processamento térmico. A acrilamida consiste de uma substancia bastante reativa, com
propriedades genotdxicas e carcinogénicas para mamiferos (HAMZALIOGLU;
MOGOL; GOKMEN, 2019; JIANG et al., 2007; EL-ZAKHEM NAOUS et al., 2018;
IARC, 1994). Essa substancia ¢ predominantemente formada em alimentos ricos em
componentes amildceos, submetidos a altas temperaturas (> 120°C). A formacdo da
acrilamida depende de muitas condi¢gdes, como fendomenos de transferéncia de calor, meio
(ar, gordura e agua), tempo, atividade de dgua do alimento, pH e concentragdes de grupos
amino e carbonila. Também pode ser formada durante a reagdo de Maillard,
especificamente entre a asparagina e um agucar redutor (MICHALAK et al., 2017;
HAMZALIOGLU; MOGOL; GOKMEN, 2019). Dessa forma, a substitui¢io da farinha
de trigo por outras provenientes de arroz, milho ou grao-de-bico, com diferentes
contetidos de asparagina livre pode afetar os niveis de acrilamida produzidos durante a
fritura (PLATA-GUERRERO; GUERRA-HERNANDEZ; GARCIA-VILLANOVA,
2009).

As concentracoes de acrilamida em carnes grelhadas, fritas ou assadas
demonstraram ser muito baixas (TREVISAN et al., 2016). Por outro lado, os produtos
carneos empanados e submetidos a fritura demonstraram ser potenciais fontes de
formagao de acrilamida (DEMIROK; KOLSARICI, 2014). Diferentes formas culinarias
de aquecimento foram avaliadas na formagdo de acrilamida em croquetes de carnes
(MICHALAK et al., 2017). A maior concentra¢io de acrilamida (420 + 29 pg kg™!) foi
obtida por micro-ondas, seguida de assada (360 + 27 pg kg™), fritura (298 + 31 ug kg™)
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e grelhada em frigideira (285 + 34 pg kg'!'). A fonte geradora de calor demonstrou um
impacto significativo na formacao de acrilamida. O aquecimento por forno de micro-
ondas demonstrou a maior formagao de acrilamida durante o estudo no produto carneo
empanado.

A formacao potencial de acrilamida nos alimentos de consumo diirio ¢ uma
grande preocupacdo (SARAIJL; JAVADIAN, 2019). Depois de entrar na corrente
sanguinea, a acrilamida ¢ distribuida em todo o corpo humano podendo gerar danos a
satide dos consumidores (GUO et al., 2017). O alto consumo de acrilamida pode danificar
o sistema neural (COSTA, 1996) e gerar infertilidade (CHAPIN, 1995). O consumo de
acrilamida e alergias também foram associados, o que torna-se um enorme problema de
saude publica, manifestado por distarbios clinicos como a asma. Fatores como dieta,
idade, sexo e tabagismo sdo variaveis relevantes (GUO et al., 2017). De acordo com dados
experimentais realizados em animais de laboratério, JECFA estabeleceu niveis maximos
de consumo de acrilamida por dia entre 0,3 e 2 ug de acrilamida por kg de peso corporeo,
reduzindo os riscos as alteracdes neuroldgicas, reprodutivas, entre outras, em humanos

(WHO 2002; WHO, 2005).

5 METODOS ANALITICOS ATUAIS DE CONTROLE

Alguns desafios analiticos podem surgir durante anélises quimicas de matrizes
complexas como carnes processadas. O processamento de carnes geralmente produz
grandes lotes, o que requer programas de amostragem baseados em estatistica para
alcangar resultados representativos (LINS; CONCEICAO; MAURICIO, 2012). Além
disso, sdo alimentos provenientes de misturas complexas que requerem alta sensibilidade
e especificidade das técnicas analiticas, exigindo modelos de calibracdo adequados na
producao de resultados confiaveis. A validagdo analitica, internacionalmente reconhecida
e rastreavel, ¢ requerida apds o desenvolvimento de novas ferramentas analiticas
destinadas a andlise de produtos carneos (ABBAS et al., 2018). Dessa forma, a evolugao
dos métodos analiticos deve acompanhar o grau de sofisticagao das adulteracdes ou dos
reais riscos a saude dos consumidores.

Uma ampla gama de instrumentagdo analitica tem sido empregada no

monitoramento de conservantes e contaminantes em carnes processadas. Técnicas de
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microanalise, por exemplo, a eletroforese da zona capilar (CZE) e cromatografia
eletrocinética micelar (MEKC), tém sido usadas para analisar sais de cura (nitrito e
nitrato) e acidos organicos, respectivamente (DELLA BETTA et al., 2016; DING et al.,
2015). Outras técnicas analiticas menos difundidas, como espectroscopia quantitativa de
ressonancia magnética nuclear de prétons (QHNMR) (OHTSUKI et al., 2012a;
OHTSUKI et al., 2012b), espectroscopia de infravermelho (YANG et al., 2017; CHEN
etal., 2017) e biossensores (NEDELJKO; TUREL; LOBNIK, 2017) também se mostram
alternativas vidveis para monitorar o conteido de conservantes € contaminantes em
produtos carneos. Por outro lado, a cromatografia em camada delgada (TLC) e a
cromatografia liquida de alta eficiéncia constituem-se de técnicas analiticas consagradas
ha anos. Dessa forma, sdo geralmente as primeiras abordagens analiticas utilizadas no
controle de compostos organicos em alimentos. Muitos desses métodos ndo atendem mais
as atuais expectativas e tendéncias do controle rigoroso dos alimentos. Entretanto, muitos
ainda servem como base para o desenvolvimento de novas abordagens mais seletivas,
sensiveis e reveladoras.

Kito, Namiki, Tsuji (1978) utilizaram TLC para caracterizar os mutagénicos ENA
e DNMP em reagdes de sintese, durante um estudo pioneiro. Passados alguns anos, o
grupo de pesquisa aperfeicoou a seletividade da deteccao, ao utilizar HPLC-UV com
absorc¢ao molecular a 254 nm (Namiki et al. 1981). Na atualidade, sabe-se que se trata de
um método com baixa seletividade para analisar esses compostos em matrizes complexas
como as carnes processadas. Recentemente, foi desenvolvida uma ferramenta analitica
capaz de analisar concentragdo em pg de DNMP em diferentes tipos de produtos de
carneos utilizando cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em tandem
(LC-MS/MS) (MOLOGNONI et al., 2018a). J4 a andlise qualitativa do ENA em meio
liquido foi realizada por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-
MS) (BINSTOK et al., 1998).

Meétodos analiticos rapidos, reprodutiveis e que fornecam um grande conteudo de
informagdes em curto tempo, geralmente denominados de "determinacao simultanea",
"deteccao de multiplas classes", "multi-residuos"”, "multiuso" sdo escassos. Com exceg¢ao
dos multi-residuos de medicamentos veterindrios e pesticidas, de fato, ndo se pode
encontrar com facilidade na literatura métodos capazes de analisar simultaneamente

diferentes compostos toxicos provenientes do uso de aditivos e processamento de carnes.
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A espectrometria de massas consiste em uma técnica sensivel e versatil que fornece novas
respostas para a resolucdo de velhos problemas (YOSHIMURA et al., 2016; LI et al.,
2016). Acoplada a técnicas de separacao, como a cromatografia liquida ou gasosa,
permite o desenvolvimento de métodos com carater de multiplo propdsito. Isso facilita o
apoio laboratorial, uma vez que encurta o tempo de andlise, reduz custo com a
substitui¢ao de diversos métodos e proporciona uma vasta gama de informacgdes de dados
exploratorios (Tabela 2). Geralmente, ¢ aplicada a mais de um composto/matriz com
caracteristicas fisico-quimicas distintas, mas que fazem parte do mesmo problema e risco
associado ao consumidor.

Independentemente da técnica analitica empregada, a confiabilidade dos
resultados deve ser avaliados por meio de procedimentos de validagao (ISO, 2017). Na
maioria das vezes, quando o método ¢ submetido a rotina analitica ele se torna mais
preciso a medida que o nimero de medidas (graus de liberdade) aumenta. Esse processo
diminui gradualmente as incertezas experimentais obtidas durante a validagdo
(MOLOGNONT et al., 2019). No entanto, uma medida sem sua abrangéncia declarada
dificulta a correta interpretacdo dos resultados, que apoiard tomadas de decisdes
importantes. Consequéncias impactantes, como o recall de produtos, destruicao de
grandes lotes, aplicagdo de multas, processos administrativos e judiciais e danos para a
satde humana sdo alguns dos exemplos (Molognoni et al. 2017). Além disso, sangdes e
barreiras ao comércio internacional de alimentos podem ser fundamentadas, entre outras
decisdes politicas, na metrologia quimica ineficiente de paises produtores. Nesse sentido,
a capacidade analitica vai além das instrumentacdes modernas, j4 que a correta
interpretagdo dos dados analiticos constitui-se de uma tarefa crucial (BACILA et al.
2017).

Apesar do conceito de incerteza de medicdo ser proveniente da metrologia
dimensional, e hd pouco tempo ser introduzida ao ambito da Quimica Analitica, poucos
métodos disponiveis na literatura trazem uma abrangéncia com alta probabilidade de
acerto dos seus resultados. Dessa forma, a média como o valor mais provavel do
mensurando (analito) e o desvio padrdo (com probabilidade de 68%) como a melhor
estimativa de sua incerteza, ainda parece ser a abordagem mais utilizada pelos Quimicos

Analiticos (Tabela 2).
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6 INIBICAO DE COMPOSTOS CARCINOGENICOS EM ALIMENTOS

A ativacao metabolica de NOCs pode levar a formagao de intermediarios reativos
contendo oxigé€nio e nitrogénio que ao reagir com biomoléculas conferem propriedades
toxicas, genotdxicas, mutagénicas e carcinogénicas (MASUDA et al., 2000). A formacgao
de NOCs tem atraido constante atengdo por causa de seu potencial risco a saide dos
consumidores (MANDAL et al., 2018). Por outro lado, os componentes alimentares e
algumas formas especificas de processamento podem modular compostos mutagénicos
formados em alimentos e/ou sistemas vivos, sendo eficazes para inibir e desestabiliza-los
(MANDAL et al., 2018).

O uso de ascorbato tem sido a abordagem mais comum para controlar a formagao
de NOCs em produtos carneos. O uso da substancia € permitido pelas maioria da agéncias
reguladoras em quantum satis para formulagdes de produtos carneos (JECFA, 1995). Os
efeitos antioxidantes do ascorbato em diferentes formas (ascorbato, acido ascorbico e
acido eritorbico) na inibigdo de VNA e NVNA foram investigados. O 4cido eritorbico foi
eficaz contra NHPRO, NPRO e NPIP. Segundo Herrmann, Granby e Duedahl-Olesen
(2015), o palmitato de ascorbil apresentou menor efeito inibitorio em relagcdo ao acido
eritorbico. Por outro lado, uma mistura das duas formas ndo favoreceu a agdo inibitdria
contra os compostos. O uso do ferro livre inibiu a formagdo de NTCA e NMTCA
(HERRMANN; DUEDAHL-OLESEN; GRANBY, 2015).

Também foi avaliada a agdo de sucos vegetais, cisteina, diferentes valores de pH e
temperaturas na inibicdo de ENA e DNMP (OSAWA et al., 1986; PEREZ-PRIOR et al.,
2009b). A perda da mutagenicidade do DNMP, causada pela acdo do acido ascorbico foi
atribuida a redug@o do grupo conjugado C-nitro em amino, para formar a estrutura 1-nitro
2-metil 4-amino pirrol (NMAP), gerando resultados negativos de mutagenicidade quando
submetido a testes bacterianos (NAMIKI et al., 1980). O principal componente
desmutagénico proveniente de sucos vegetais (abobora e couve), foi o acido ascorbico
(OSAWA et al., 1986). J4 0 mecanismo de inativagdo por adi¢do de cisteina envolveu o
ataque direto a parte heterociclica do DNMP, seguido da eliminagdo do grupo C-nitro, o
que também favoreceu a perda da agdo mutagénica. O tratamento com cisteina também
produziu outros metabolitos além do NMAP. Entretanto, ndo foram elucidados na

pesquisa (NAMIKI et al., 1980). A razdo molar de DNMP e ENA em relacdo ao acido
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ascorbico ou cisteina demonstrou ser um fator importante. A eliminagao das propriedades
toxicas do DNMP foi relatada quando um havia um excesso de mais de oito vezes de
acido ascorbico ou cisteina em relagdo ao utilizado ou na concentragao basal dos
compostos. No entanto, esse ambiente ¢ muito diferente das reais condi¢cdes encontradas
em produtos carneos submetidos a reais condi¢des de processamento. Durante o estudo,
a concentragdo de ENA nio foi afetada pela adi¢do de 4cido ascorbico. J4 com a adi¢do
de cisteina, uma diminui¢do em 75% da concentracao de ENA foi revelada, em condig¢ao
experimental em 16:1 (m/m) de cisteina e ENA, respectivamente (OSAWA et al., 1986;
BINSTOK et al.,1998).

Namiki et al. (1981) testaram in vitro a estabilidade das solugdes de DNMP ¢ ENA
quando presentes diferentes reagentes quimicos, valores de pH e temperaturas, buscando
simular condi¢des encontradas durante o processamento de carnes. Ambos 0os compostos
eram instaveis a temperaturas superiores a 100 °C e pH superior a 6,0. Em pH 6,0, o
DNMP se decomp0s com maior taxa em pH 9,47, através do ataque nucleofilico do OH-
ao carbono eletrofilico da molécula. A presenga do grupo nitro no anel pirrol reduziu a
densidade eletronica favorecendo o ataque nucleofilico (KITO; NAMIKI; TSUJI, 1978;
PEREZ-PRIOR et al., 2008). A medida que o pH aumentava, a estabilidade do ENA
diminuia com a dissocia¢cdo da molécula. A maior taxa de decomposi¢do ocorreu em pH
9,52, quando a perda de NO>™ propiciou rearranjo moleculares e forma¢do do ACNO
(Figura 2, parte B) (PEREZ-PRIOR et al., 2008).

Os NOCs também podem ser metabolizados e degradados por micro-organismos,
os quais utilizam como fonte de nitrogénio e carbono. A degradacao de NOCs através de
reacdes enzimaticas via nitroredutases envolvem vias metabdlicas complexas que ainda
ndo foram totalmente elucidadas. Essa area tem sido muito estudada, devido a sua ampla
aplicagdo em ciéncias médicas e ambientais como remedi¢cdo de poluentes (DE
OLIVEIRA; BONATTO; HENRIQUES, 2010; SERRANO-GONZALEZ et al., 2018).
No entanto, em Ciéncia dos Alimentos o uso de nitrorredutases ainda ¢ pouco explorado.

Metodologias inovadoras também foram propostas para inibir a formagao de HPAs,
HAA e acrilamida, entre outros contaminantes provenientes ao processamento de
alimentos. Foram estudados os efeitos do antioxidante terc-butil-hidroquinona (TBHQ)
na redu¢do de HPAs em frituras. Quando adicionado ao 6leo de amendoim destinado a

fritura, 0o TBHQ diminuiu as concentracdes de PAHs em até 70%. Apesar dos resultados
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surpreendentes, sdo necessarios mais estudos para desvendar os mecanismos (ZHAO et
al., 2017). Bactérias endofiticas (Sphingobium sp. RS1, Sphingobium sp. RS2,
Mycobacterium sp. Pyr9, Mycobacterium sp. PhelS, Mycobacterium sp. 033, Massilia
sp. Pn2, Paenibacillus sp. Phe3 e Pseudomonas sp. Ph6) estdo sendo usadas para
biodegradar HPA em vegetais (Wang et al.,, 2017). Bactérias acido lactico (LAB)
diminuiram o teor de HPAs em lingui¢as defumadas. As cepas de Lactobacillus sakei
KTUO05-6, Pediococcus acidilactici KTUO5-7 e Pediococcus pentosaceus KTUOQ5-9,
aplicadas antes e depois a defumacao diminuiram significativamente a formagao de BaP
e CHR nos produtos (BARTKIENE et al., 2017). Entretanto, o mecanismo de agdo
atribuido na diminui¢do dos HPAs apo6s a inoculagdo de LAB ainda ndo foi totalmente
elucidado. A biodisponibilidade e os efeitos interativos entre os micro-organismos € 0s
HPAs devem ser claramente conhecidos, pois sdo pegas fundamentais para entender a
inibi¢do ou reducdo de contaminantes de alimentos como os HPAs (ABOU-ARAB et al.,
2015).

As técnicas para a inibicdo de HAA e NOCs em produtos carneos parecem ser as
mais estudadas atualmente (LU; KUHNLE; CHENG, 2018; GIBIS; WEISS, 2017;
TENGILIMOGLU-METIN; KIZIL, 2017; LORENZO; MUNEKATA; DOMINGUEZ,
2017; BARTKIENE et al., 2017, HERRMANN; DUEDAHL-OLESEN; GRANBY,
2015). A combinacdo de processos industriais podem tornar o ambiente quimico
desfavorédvel a formagdo de nitrosaminas, minimizando os riscos para os consumidores
(DE MEY et al., 2014). Entre as principais abordagens, destaca-se o uso de temperos
especificos, fibras naturais, LAB e extratos vegetais. A formacdo dE 2-amino-3-
metilimidazo [4,5-f] quinolina durante a fritura de carne de porco foi significativamente
reduzida em 0,5% ao utilizar extratos de plantas de Sonchus olearleu, devido ao potencial
antioxidante conferido pelo elevado conteudo fenolico (TENG et al., 2019).

Outras medidas preventivas, como o uso de outros antioxidantes (vitaminas C e E)
e a irradiacdao de alimentos, podem diminuir a formagdo de nitrosaminas (AHN et al.,
2002; POURAZRANG; MOAZZAMI; BAZZAZ, 2002; HERRMANN; DUEDAHL-
OLESEN; GRANBY, 2015). Apesar de seus mecanismos ainda ndo totalmente
divulgados, a reducao dos compostos através de propriedades antioxidantes dos aditivos
(VITAGLIONE; FOGLIANO, 2004), conversao em enzimas especificas produzidas por

células animais e vegetais (FUCHS et al., 2008), adsor¢cdo aos componentes da parede
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celular dos micro-organismos (HASKARD; BINNION; AHOKAS, 2000) e reducdo
enzimatica (DE OLIVEIRA; BONATTO; HENRIQUES, 2010), podem estar envolvidos.

A adicao de flavonas ¢ isoflavonas levaram a diminuicao da formacao de acrilamida
durante reagdes de Maillard promovidas utilizando micro-ondas. A taxa de inibi¢ao foi
relacionada ao nimero de grupos hidroxila provenientes dos antioxidantes (CHENG et
al., 2015). Certos micro-organismos produzem enzimas que catalisam a sintese e a
biodegrada¢ao da acrilamida. As enzimas microbianas envolvidas e produzidas por
Rhodococcus rhodochrous incluem: hidratase nitrilica, amidase, glutamina sintetase e
desidrogenase (ASTAUROVA et al., 2000; STEVENS et al., 2003). No entanto, como a
acrilamida ¢ produzida durante o processamento térmico, o uso de enzimas degradantes
da acrilamida parece ser uma forma improvavel de remover esse composto dos alimentos.
J& as estratégias destinadas a remocdo dos precursores e mudancas nas técnicas de
processamento parecem ser mais eficazes em medidas preventivas contra a formagao da

acrilamida nos alimentos.

7 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A potencial formagdo de compostos toxicos durante o processamento de produtos
carneos consiste em uma quimica complexa, resultado das interagdes entre reagentes e
condi¢cdes especificas para formar NOCs, PAHs, HAA, ENA e DNMP. Dessa forma,
esses compostos sdo os principais produtos quimicos de interesse toxicologico em carnes
processadas. As evidéncias cientificas compiladas por este estudo corroboram a decisao
da TARC de classificar carnes processadas no Grupo I. No entanto, no futuro essa
classificacdo deve ser pontual e considerar as diferentes categorias de produtos carneos,
bem como sua composi¢ao quimica e microbioldgica.

Apesar do uso de conservantes ser rigorosamente revisado e regulamentado na
maioria dos paises, praticas abusivas e uso de espécies quimicas proibidas podem
aumentar a formacao de compostos cancerigenos em produtos carneos. Por outro lado, os
estudos de carcinogenicidade devem ser conduzidos em niveis que correspondam a real
exposicao humana pelo consumo de produtos carneos.

Métodos analiticos modernos, reprodutiveis, sensiveis e altamente confiaveis sao

ferramentas essenciais para a quantificacdo de compostos cancerigenos em produtos
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carneos. A regulamentacdo deve ser aprimorada estabelecendo limites de residuos
especificos para outros compostos nocivos que nao atribuidas a nitrosaminas e HPAs em
produtos carneos, como DNMP e ENA. Além disso, o escopo dos programas oficiais de
monitoramento e controle de qualidade por agéncias e industrias reguladoras deve
abranger os compostos cancerigenos, em vez de ser uma avaliacdo de conformidade
apenas com o uso de aditivos.

Atualmente, muitas abordagens inovadoras, seletivas e eficazes t€ém sido relatadas
na literatura para a bioconversao de contaminantes em alimentos, principalmente pelo uso
de processos fermentativos e enzimaticos. No entanto, o uso de antioxidantes ainda ¢ a
abordagem mais usada devido a sua praticidade, baixo custo e eficacia.

Embora relacionados a muitas doencgas, a carne e scus derivados ainda sao
considerados muito importantes para uma dieta equilibrada devido a sua riqueza
nutricional. A relevancia da participagao de produtos carneos em implicagdes para a satde
nao deve ser considerada isoladamente, mas em relagdo a outros alimentos. Além disso,
os riscos a satde associados ao consumo de carne processada ndo se devem apenas ao
uso de aditivos durante o processamento, pois compostos perigosos também podem ser
formados durante a digestao no trato gastrointestinal, sem uma ligacao clara a um ou outro
aditivo. Assim, ainda sdo necessarios mais estudos para esclarecer o risco aumento de
desenvolver canceres devido ao consumo de produtos carneos, e elucidar os principais
mecanismos de carcinogenicidade. Contudo, tais compostos ndo podem ser

negligenciados.
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CAPITULOII- UMA FERRAMENTA MULTIPROPOSITO PARA A
INSPECAO DE ALIMENTOS: DETERMINACAO SIMULTANEA DE
CONSERVANTES E AMINAS BIOGENICAS EM CARNES, PEIXES E
DERIVADOS POR CROMATOGRAFIA LiQUIDA ACOPLADA A
ESPECTOMETRIA DE MASSAS
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APRESENTACAO DO CAPITULO

No presente capitulo foi demonstrado o desenvolvimento, validacao e estudo das
incertezas de uma ferramenta analitica com carater multipropdsito, empregando
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS). A inovagdo
quimica foi demonstrada com a aplicabilidade do método em diferentes produtos carneos
e pescados gerando resultados surpreendentes para a Ciéncia dos Alimentos. Foi o
primeiro método reportado na literatura capaz de analisar simultaneamente diversas
classes de aminas biogénicas e conservantes em alimentos, demonstrando um relagao
importante sobre as caracteristicas fisico-quimicas no controle desses alimentos. Além
disso, foi a primeira ferramenta necessaria para a construgao desta tese.

A inovagdo quimica proposta por esse capitulo foi reconhecida com a publicagao

no periddico Talanta.

Artigo publicado:

MOLOGNONI, L. et al. A multi-purpose tool for food inspection: Simultaneous
determination of various classes of preservatives and biogenic amines in meat and fish
products by LC-MS. Talanta, v. 178, p. 1053-1066, 2018. doi:
10.1016/j.talanta.2017.08.081.
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RESUMO

Este capitulo descreve um método inovador, rapido e de carater multiproposito para a
inspecao de produtos carneos, pescados e derivados por cromatografia liquida acoplada &
espectrometria de massas. Uma extragdo sélido-liquido utilizando mistura de solventes
organicos seguida da particdo a baixa temperatura foi aplicada a 17 analitos de
caracteristicas fisico-quimicas distintas, incluindo moléculas grandes (3,5 kDa) e
pequenas (80 Da). A separagdo cromatografica utilizando fase estacionaria di-isopropil-
3-aminopropil silano ligado a silica hidroxilada foi aplicada com sucesso na separacio de
todos os analitos em até 10 min. A valida¢ao do método ficou em conformidade com as
diretrizes da Decisao 2002/657/UE. As faixas de trabalho compreenderam de 1,25 - 10,0
mg kg™! (natamicina e parabenos), 2,50 - 10,0 mg kg! (sorbato e nisina), 25,0 - 200 mg
kg'! (aminas biogénicas, hexametilenotetramina, acido benzoico e acido 1atico) e 50,0 -
400 mg kg™! (4cido citrico). A incerteza expandida da ferramenta analitica empregando
padronizagdo interna ficou em torno de 5% e por padronizacdo externa em 23%. A
aplicabilidade do método foi verificada em 88 amostras produzidas por diferentes
processamentos, resultando em recuperagdes e reprodutibilidades aceitaveis. Muitas
irregularidades foram reveladas, corroborando a necessidade do aprimoramento dos
métodos analiticos atuais. Esse método de execucdo simples dispensou o uso de
procedimentos adicionais de extracdo reduzindo os custos a longo prazo. Foi demonstrado
ser adequado para andlises de rotina como ferramenta de triagem ou confirmacdo
(qualitativo e quantitativo), substituindo muitos procedimentos analiticos demorados.

Palavras-chave: Avaliagdo de conformidade. Andlise de alimentos. Integridade do
alimento. Incerteza de medig¢do. Validacdo de métodos. Métodos de referéncia.

Abordagem de validacao intralaboratorial.
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ABSTRACT

This chapter describes an innovative fast and multipurpose method for the chemical
inspection of meat and fish products by liquid chromatography-tandem mass
spectrometry. Solid-liquid extraction (with acidified methanol and acetonitrile) and low
temperature partitioning were applied to 17 analytes, which included large bacteriocins
(3.5 kDa) and small molecules (organic acids, heterocyclic compounds, polyene
macrolides, alkyl esters of the p-hydroxybenzoic acid, aromatic, and aliphatic biogenic
amines and polyamines). Chromatographic separation was achieved in 10 min, using
stationary phase of di-isopropyl-3-aminopropyl silane bound to hydroxylated silica.
Method validation was in accordance to Commission Decision 657/2002/CE. Linear
ranges were among 1.25-10.0 mg kg™ (natamycin and parabens), 2.50-10.0 mg kg™
(sorbate and nisin), 25.0-200 mg kg™! (biogenic amines, hexamethylenetetramine, benzoic
and lactic acids), and 50.0-400 mg kg™ (citric acid). Expanded measurement uncertainty
(U) was estimated by single laboratory validation combined to modeling in two
calculation approaches: internal (U = 5%) and external standardization (U = 23%).
Method applicability was checked on 88 real samples among raw, cooked, dry fermented
and cured products, yielding acceptable recoveries. Many regulatory issues were
revealed, corroborating the need for enhancement of the current analytical methods. This
simple execution method dispenses the use of additional procedures of extraction and,
therefore, reduces costs over time. It is suitable for routine analysis as a screening or
confirmatory tool for both qualitative and quantitative results, replacing many time
consuming analytical procedures.

Keywords: Conformity assessment. Food analysis. Food integrity. Measurement
uncertainty. Method validation. Reference methods. Single laboratory validation

approach.
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1 INTRODUCAO

A deterioragdo dos produtos de origem animal deve-se a uma vasta gama de
reagOes, destacando-se as de origem microbiologica. A multiplicagdo de micro-
organismos deteriorantes pode gerar odores desagradaveis, deformagdo das embalagens,
perda de sabores e, de forma geral, diminuir a qualidade dos alimentos. Além de perdas
econdmicas para a industria, micro-organismos patogénicos podem contaminar o0s
alimentos oferecendo risco a satde dos consumidores. Por outro lado, perigos de natureza
quimica podem estar presentes, provenientes da adi¢do irresponsavel de conservantes ou
substancias decorrentes da transformagao de matérias-primas.

As aminas biogénicas (AB) sdo compostos naturalmente presentes em baixas
concentragdes nos alimentos, j& que constituem-se de moléculas indispensaveis ao
organismo animal e vegetal (SHALABY, 1996). As aminas sdo produtos formados a
partir da sintese da amonia, transaminagao de aldoses ou cetoses, hidrélise de compostos
nitrogenados e decomposi¢ao térmica. Mas a principal formagao das BAs nos alimentos
se deve a descarboxilagdo de seus aminoacidos por enzimas microbianas (TEN BRINK
etal., 1990; HALASZ et al., 1994).

Nos ultimos anos, as BAs tém sido amplamente estudadas pela ciéncia. De fato,
se pode encontrar um grande numero de publicagdes recentes envolvendo o assunto
(ORDONEZ et al., 2016; HERRERO et al., 2016; NEDELJKO; TUREL; LOBNIK,
2017; REDRUELLO et al., 2017; CZAJKOWSKA-MYSEEK; LESZCZYNSKA, 2017).
Mas a utilizagdo como indicadores quimicos de qualidade estd ganhando importancia. As
BAs, principalmente as diaminas cadaverina (CAD) e histamina (HIS), vEm sendo
mundialmente utilizadas para INDICAR a qualidade sanitaria dos processos de producao,
frescura de matérias-primas e, sobretudo, seguranga alimentar (COISSON, 2004;
COLLINS; NOERRUNG; BUDKA, 2011; ORDONEZ et al, 2016). A ingestio
excessiva de BAs através dos alimentos pode causar dores de cabega, nduseas, crises de
hipertensdo, intoxicacdo histaminica, entre outros efeitos (TEN BRINK et al., 1990;
LADERO et al., 2010). Putrescina, espermina, espermidina e cadaverina sob condi¢des
especificas, podem reagir com nitrito para formar compostos com propriedades

carcinogénicas (BULUSHI et al., 2009).
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Por outro lado, os conservantes sdo utilizados na industrializacdo de alimentos
para evitar a multiplicagdo de micro-organismos indesejaveis, prolongando a vida de
prateleira dos produtos. Entre as classes de conservantes utilizados para inibir micro-
organismos em alimentos destacam-se: os acidos organicos, macrolideos polienos,
bacteriocinas, dcido p-hidroxibenzoico (parabenos), entre outros. No entanto, a utilizacao
desses compostos em alimentos deve ser estritamente regulada, dado ao potencial risco
para a saude e seguranca dos consumidores (MOLOGNONI et al., 2016a). Apesar de
muitos conservantes geralmente serem reconhecidos como seguros (GRAS, generally
recognized as safe) e aprovados em muitos paises para combater fungos, bolores e
bactérias em alimentos, o uso abusivo pode trazer prejuizos a satide dos consumidores.
Casos de intolerancia idiossincratica, urticarias, pseudo alergias, e convulsdes foram
reportados apos o consumo abusivo de acido sorbico e benzoico (DEUEL et al., 1954;
HANNUKSELA; HAAHTELA, 1987; JUHLIN, 1981; WALKER, 1990; LENNERZ et
al., 2015). Nisina (NIS) e natamicina (NAT) podem estar relacionado a alteragdes na
resposta imune e a efeitos genotoxicos em roedores, apds a administragdo de doses
elevadas (MARTfNEZ et al., 2013; PABLO et al., 1999). A utilizagdo dos parabenos
como conservantes, representa o sucesso de um agente antimicrobiano. Entretanto,
estudos relatam uma possivel associacdo do consumo de parabenos através de alimentos
e cosméticos com o desenvolvimento de tumores em Orgaos reprodutores humanos
(DARBRE et al., 2004; DARBRE; HARVEY, 2008).

Diante da exigéncia dos 6rgdos reguladores em garantir a conformidade do uso de
conservantes € monitorar a formagdo das aminas biogénicas em matrizes alimentares,
diversos métodos e técnicas analiticas fora empregada. Mesmo que de maneira separada,
a quantifica¢do dessas substancias foram relatadas utilizando cromatografia eletrocinética
micelar (MEKC) (LI; XIE; FU, 2012; AN et al., 2015), cromatografia liquida de alta
eficiéncia com deteccdo de arranjo de diodos (HPLC-DAD) (GUARINO et al., 2011;
BACH et al, 2012), por fluorescéncia (HPLC-FLD) (HERRERO et al., 2016),
espectrometria de ressonancia magnética nuclear quantitativa (QHNMR), (OHTSUKI et
al., 2012), biossensores (ALONSO-LOMILLO et al., 2010; NEDELJKO; TUREL;
LOBNIK, 2017) e cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas (LC-MS) (MILLAN et al., 2007; SAGRATINI et al., 2012; SIROCCHI et al.,
2014; MOLOGNONI et al., 2016a; MOLOGNONI et al., 2016b). No entanto, métodos
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rapidos e multipropdsito aplicados a uma vasta gama de matrizes e analitos sdo escassos.
De fato, ndo se tem registro na literatura de um método capaz de determinar rapidamente
diversas classes de conservantes ¢ aminas biogénicas simultaneamente em diferentes
matrizes alimentares.

Diante da importancia da conformidade técnica e sanitaria dos alimentos
fabricados em paises signatarios do Codex Alimentarius e dos alimentos serem objeto
constante de violagdo e escandalos, este trabalho teve como objetivo: desenvolver um
método répido e multipropdsito utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas (LC-MS) para avaliar a integridade quimica de
carnes, pescados e derivados. Para isso, diversas classes de BAs e conservantes foram
analisadas simultaneamente com o objetivo de relacionar informacgdes sobre o frescor dos
alimentos a conformidade do uso de conservantes, tornando-se uma importante

ferramenta para a fiscalizagdo ap6s comprovado desempenho analitico.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Padroes e reagentes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico, os solventes grau LC-MS
e os padroes com no minimo 98% pureza, exceto a nisina (NIS) com minimo 2.5%.
Natamicina (NAT) proveniente de Streptomyces natalensis e nisina (NIS) proveniente de
Lactococcus lactis foram obtidos da Danisco (DuPont Nutrition and Health, EUA).
Sorbato de potassio (SOR), acido citrico (CTA), acido latico (LCA), 4cido benzoico
(BEN), hidroximetilenotetramina (HMT), metilparabeno (MtP), etilparabeno (EtP),
propilparabeno (PrP), butilparabeno (BuP), dicloridrato de histamina (HIS), dicloridrato
1-4-Diaminobutano (PUT), dicloridrato cadaverina (CAD), cloridrato de tiramina (TIR),
trihidrocloreto de espermidina (SPD), tetrahidrocloreto espermina (SP) e os padrdes
internos dicloridratol,3-diaminopropano (1-3 DMP) e cloreto de 3,5-dinitro benzeno (3-
5 DNB) foram todos fornecidos por Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Alemanha). Metanol
e acetonitrila fornecidos por Merck KGaA (Alemanha). Acidos formico e acético foram
fornecidos por J.T. Baker Chemical Co. (EUA). Toda 4gua foi ultrapura produzida pelo
sistema de purificacao (Milli-Q, Franga).
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Solugdes estoque de 10000 mg L' de BEN, CTA, LCA, HMT, HIS, PUT, CAD,
TIR, SP, SPD, 1-3 DMP e 1000 mg L' de SOR, NAT, MtP, EtP, PrP, BuP ¢ 3-5 DNB
foram preparadas dissolvendo-os em metanol com baixa proporcao de agua. Ja a solugdo
estoque de 1000 mg L' NIS foi preparada dissolvendo o padrio em 50:50
(agua:acetronitrila) em 0,1% &cido férmico, de acordo com Molognoni et al. (2016a). As
solugdes mix de fortificacdo foram preparadas a partir das solugdes estoque de 1000 e
10000 mg L' dissolvendo em metanol. Essas solugdes foram divididas em aminas
biogénicas (1000 mg L), conservantes (50 mg L' MtP, EtP, PrP, BuP, NAT; 100 mg L-
I'NIS, SOR; 1000 mg L'! BEN, LCA, HMT; 2000 mg L' CTA e padrdes internos (1000
mg L' 1-3 DMP e 100 mg L' 3-5 DNB). Todas as solugdes foram estocadas a -20 + 10
°C.

2.2 Amostras e brancos analiticos

Diferentes tipos comerciais de carnes, pescados e derivados foram utilizados no
desenvolvimento do método. As amostras foram separadas por categorias. Carnes in
natura: bovina, suina e frango (n= 20); carnes fermentadas e/ou curadas secas: salame,
peperoni, copa, presunto cru, jerked beef, beef jarky (n= 20); produtos carneos cozidos
e/ou apertizados: mortadela, bacon, salsicha, presunto, apresentado, fiambre, corned beef,
shredded beef, roast beef, almdndega, peito de peru, blanquet (n= 30); peixes in natura:
atum, bonito, anchova; peixe enlatado e/ou conserva; atum, sardinha e aliche (n= 25).
Todas as amostras foram provenientes de fabricas brasileiras destinadas ao mercado
interno e externo sob inspecao federal.

Foram utilizadas amostras brancas de carne in natura (musculo bovino), carne
fermentada e curada (salame), carne cozida (corned beef) e pescado (atum). As amostras
foram processadas e produzidas (salame) na Usina de Alimentos da Universidade Federal
de Santa Catarina e no proprio laboratério. Posteriormente foram analisadas quanto ao
teor de umidade (105 °C até peso constante), liofilizadas (Liobras Comércio e Servigo de

Liofilizadores, Brasil) e estocadas a -20 °C até sua ressuspensao € uso.
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2.3 Preparo das amostras

As amostras foram homogeneizadas e processadas utilizando um processador de
alimentos. Entretanto, para as amostras contendo 0sso, um moinho de discos automaticos
(Fortinox, Brasil) foi utilizado. Para o ensaio de natamicina, 4cido sérbico em algumas
amostras (carnes secas, curadas e fermentadas), as amostras foram divididas em duas
porcdes, a primeira contendo apenas a superficie e/ou tripa e a segunda a por¢ao interna
da amostra homogeneizada. Para a analise dos demais analitos foi utilizado todo o
conteudo. As amostras apds processadas foram armazenadas em sacos plasticos e

mantidas a -80 °C em ultrafreezer (Panasonic Biomedical Co. EUA) até sua analise.

2.4 Método de extracgao

Foram pesados 2,0 +£ 0,1 g de amostra diretamente em tubos de polipropileno para
centrifuga com capacidade de 50 mL. Posteriormente foram adicionados a cada tubo 10
mL da solucdo de extragcdo constituida de metanol:acetonitrila:agua (45:45:10 v/v/v),
acidificada com 0,1% de acido acético. Homogeneizou-se a suspensdo em desrruptor de
amostras Ultra Turrax T18 basico IKA (Alemanha), seguido de vigorosa agitagao por 20
min em agitador orbital (Thermo Fisher Scientific Inc., EUA). Em seguida foram
centrifugados (Thermo Fisher Scientific Inc., EUA) a 3600 g durante 10 min a 4 °C. O
sobrenadante foi transferido para outro tubo de polipropileno com fundo conico de
capacidade de 15 mL e encaminhados a -80 °C por meia hora utilizando ultrafreezer. Os
tubos foram novamente centrifugados a 3600 g durante 10 min a 4 °C. Finalmente, uma
aliquota de 50 pL de extrato foi diluida em 950 pL de fase movel inicial (item 2.5) e
injetado no sistema LC-MS/MS.

2.5 Analises por LC-MS/MS

Um espectrometro de massas do tipo triplo quadruplo 5500 Sciex (EUA) acoplado

ao cromatografo liquido 1290 Infinity Agilent Technologies, Inc. (EUA) foi utilizado.

Fonte de ionizagdo por electrospray (ESI) e monitoramento multiplo de reacdes (MRM)
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em modo positivo e negativo foram empregados através dos softwares Analyst e
MultiQuant (Sciex, EUA). Uma fase estaciondria contendo di-isopropil-3-aminopropil
silano ligado a silica hidroxilada Zorbax 300 Stand Boat-CN, com tamanho de 150 mm x
4.6 mm e 5 um de particula foi empregada na separagao.

As fases moveis consistiram de solu¢ao aquosa com 0,1% de acido formico (fase
movel A) e acetonitrila acidificada com 0,1% de 4cido férmico (fase movel B). A eluicao
foi através de gradiente linear como se segue: 0 - 1 min 90% A; 2 - 3 min 80% A; 4 min
a70%A;5-6mina50% A;7-8mina 10% A; 9 mina 50% A; 10 min 90% A ¢ mantido
por 4 min para auto equilibrio do sistema. A coluna foi mantida a 40 °C. Foi utilizado um
fluxo de 500 uL min™' e o volume de injec¢do foi 10 pL.

A otimizagdo do espectrometro de massas em modo MRM foi obtida
primeiramente através da infusao dos compostos separadamente em fluxo continuo de 10
pL min’!', nas concentragdes de 50 a 200 pug L' A otimizagio da fonte ESI em modo
positivo e negativo foi realizada na concentragio de 200 pg L™! utilizando os analitos com
menor sensibilidade no método. A otimizagado cromatografica foi realizada considerando
diversas fases estaciondrias, fases méveis com e sem tampdes, volumes de injegdo,
proporcdes de fase movel inicial, temperatura de coluna e gradientes de elui¢do. Para isso,
primeiramente foi injetado cada analito separadamente e depois todos juntos. Esses testes

foram realizados primeiro em solvente e depois em matriz branca.

2.6 Validagao analitica

A validagdo do método foi conduzida em termos de seletividade, faixas de
trabalho e linearidade, precisdo, recuperacgdo, capacidade de decisdo (CC,), capacidade
de deteccao (CCp), estabilidade e sensibilidade em termos de limites de deteccao (LOD)
e quantificacao (LOQ) de acordo com Brasil (2011). Também foram avaliados o efeito
de matriz de acordo com Hoff et al. (2015).

A seletividade foi verificada pela andlise de no minimo 20 amostras brancas e
comerciais para cada categoria estudada. Esse procedimento visou avaliar os possiveis
interferentes endogenos e exodgenos provenientes das matrizes, contaminacdes entre
corridas e perfil de fragmentagdo. Os resultados foram avaliados pela presenca de picos

interferentes em torno dos tempos de retencdo dos analitos, apds os mesmos serem
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estabelecidos utilizando padrdes puros e solvente. A avaliagdo foi realizada comparando
as corridas das amostras brancas e comerciais, com e sem fortificagdo. Ja para os analitos
presentes naturalmente nas matrizes estudadas, a recuperacgao foi utilizada para evidenciar
o aumento ou a diminui¢do do pico (sinal analitico) fixado no tempo. Para isso, as
matrizes brancas obtivem um maior fator de dilui¢do antes da fortificagdo. Também foram
utilizados valores crescentes de massa de amostra branca (gradiente de massa) para
confirmar picos interferentes.

As curvas de calibragao foram realizadas utilizando padronizagdo interna (com
excegdo da NIS) com seis niveis de concentragdes (incluindo o zero). Para isso, foi
utilizada relacdo funcional linear (ndo ponderada) de razdo das concentragdes (€ixo X)
versus razao de areas dos picos (eixo y). Todas as curvas foram realizadas em triplicata
de ponto. As faixas de trabalho apresentaram equidistancia e compreenderam de 25 a 200
mg kg'! para aminas biogénicas, BEN, LCA e HMT; 50 a 400 mg kg! para CTA; 2,5 a
20 mg kg! para NIS e SOR; 1,25 a 5,0 mg kg™! para os parabenos e NAT.

A linearidade do método foi avaliada através da reprodutibilidade de curvas de
calibra¢do preparadas em matriz. Para isso, foram preparadas com trés repetigdes por
nivel, em dois dias distintos para todas as categorias estudadas. No total, foram realizadas
dez curvas de calibragdo (duas por categoria de matriz e duas em solvente). O critério de
aceitagio foi através da média dos coeficientes de regressio (R?) que deveria ser maior
que 0,95 de acordo com os critérios de aceitabilidade interno do laboratdrio, considerando
ensaios de amostras biologicas empregando LC-MS.

O efeito de matriz foi avaliado para verificar o aumento ou a supressdo do sinal
na presenga das matrizes. O procedimento foi baseado na analise de dois tipos de curvas
de calibragdo. A curva I consistiu em curva em solvente, preparada por diluicdo da
solugdo padrao em fase movel. Ja a curva II, foi realizada em matriz branca fortificada
com padrdes antes do procedimento de extragdo. A avaliacao foi realizada comparando-
se as derivadas das retas obtidas em matriz e solvente, de acordo com Hoff et al. (2015).

A recuperagdo e a precisdo (em termos de repetitividade e precisdo intermediaria)
foram determinadas a partir de matriz branca fortificada de carne e pescados. Para isso,
foram utilizados dois grupos de sete aliquotas fortificadas nos trés primeiros niveis das
curvas de calibracdo estabelecidas para cada analito. Quando havia limite regulatério

estabelecido para o analito, 0 mesmo foi o ponto central da curva de calibragdo e o terceiro



67

ponto de fortificacdo. A recuperagdo e precisdo em termos de precisdo intermedidria
foram avaliadas empregando varidveis de medi¢do como dias (n = 2) e analistas (n = 3).
Os resultados foram obtidos através de curvas de calibragdo em matriz preparadas em
triplicata de ponto, no mesmo dia do experimento para cada matriz. A avaliacdo da
recuperagdo foi realizada pela taxa de recuperacao, com limites aceitos de -20% a +10%.
J& para precisdo foram considerados satisfatdrios os resultados com coeficiente de
variagdo (CV) <20%.

A estabilidade do extrato foi avaliada em até dez dias de armazenamento em
temperatura controlada de 4 &= 2 °C. Esse procedimento visou simular o tratamento a que
os extratos sdo submetidos em rotina analitica até o término dos ensaios. Para essa
avaliacdo, foram analisados 21 extratos sob condi¢des de repetitividade de preparo e
condigdes de precisdao intermediaria de leitura. Para cada periodo de 1, 2, 3, 7 ¢ 10 dias,
foi realizada a leitura em triplicata. Teste t (em par para médias), ao nivel de 95% de
probabilidade foi empregado para avaliar se houve diferenca significativa entre a média
das concentracdes dos extratos lidos no momento do preparo (dia zero como referéncia)
com os demais dias de avaliagcdo. Primeiramente, foi avaliada a variabilidade da execucao
do procedimento, evitando confundir a queda da concentracao por erros de precisdo. Para
1sso, foram empregadas cartas-controle de desvio padrao e tendéncia central. A média dos
desvios (n =21) foi considerada como a linha central da carta de variabilidade. J4 o limite
superior e o limite inferior foram obtidos multiplicando-se o desvio padrao médio pelas
constantes 2,57 e 0 respectivamente, em fun¢do do nimero de replicatas para se calcular
cada desvio padrao da carta (n = 3).

D4 mesma forma que a avaliagdo do extrato, a estabilidade das solugdes padrao
(mix) de trabalho (aminas, conservantes e padrdes internos) foi avaliada. Entretanto, essa
avaliagdo considerou uma temperatura de armazenamento -20 + 10 °C, temperatura
adotada para armazenamento de padrdes no laboratorio e um periodo maior de avaliagao
del,2,3,7,10, 20 e 30 dias.

Capacidade de decisdo (CC,) foi obtido pela multiplicagdo do desvio-padrao da
média das fortificagdes durante a validagdo, pelo fator 1,64 e ponderado na média geral.
J& a capacidade de detec¢ao (CCp) foi obtido pela multiplicacdo do desvio-padrdo pelo
fator 1,64 e somando ao valor de CCa. Esses parametros foram calculados considerando

o primeiro nivel de quantificacao.
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2.7 Incerteza de medigao

Para identificar todas as contribuigdes de incerteza do procedimento analitico foi
utilizado modelagem matematica a partir da soma ponderada das incertezas individuais
de acordo com o Guide to the Expression of Uncertainty in Measurement (ISO, 2008).
Para isso, foi utilizado um modelo de medicao considerando padronizagao interna para
todos os analitos, exceto para NIS que utilizou-se de padronizagdo externa. As fontes de
incerteza identificadas, avaliadas e posteriormente quantificadas foram: pesagem dos
padrdes e das amostras (atribuido erro maximo de 0,1 g), processos volumétricos ¢ das
func¢des lineares.

O modelo de medicdo utilizado com padronizagdo interna e externa foi dado,

respectivamente, pelas equagdes (1) e (2).

(M—b)-CPI'V

_ A
C(mgkg™) = ————

Onde: Cmg ko'': concentragio do analito na solugdo estoque (mg kg'); m: massa da
amostra (g); Aanalito: area do analito (unidade de area (u.a)); Apr: area do padrao interno
(u.a); Cpr: concentragio do padrio interno na solucio de extracdo (mg kg™!); V: volume

da solucdo de extragdo (mL); a: coeficiente angular e b: coeficiente linear.

LWV
Cnis(mg kg ):T

Onde: Cmg ke concentragido de NIS na solugio estoque (mg kg™!); m: massa da amostra
(g); V: volume da solucdo de extracdo (mL) e L: interpolagdo na reta de calibracdo (mg
kgh).

A determina¢dao da incerteza padrao combinada dos modelos de medigdo
utilizando padrao interno e padrao externo foi calculada de acordo com as equagdes (3) e

(4), respectivamente:

(1

2
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u? (f(Aanalitoe' Apy, Cpp,a, b, m, V))

af : 2 af ’ 2 af 2
. : — . ——) .(cCpp)?
(aAanahto> (GAanallto) + (aAPI) (GAPI) + <aCPI> (o p[)

+ @ oo (G oo (L o ) v

af of
e (aAanalito) - (OAanalito) (E)A ) (0App) .1 Aanalito,API

+2.(2). o). (2 (o1 ro

Onde u?: incerteza padrio combinada; Agnaiiter Apr, Cpp» @, b, m, V: variaveis de medigio
do modelo global em unidades uw.a, u.a, mg kg', ua mg! kg ua, g mL,

. : ~ , ar? o .
respectivamente; (o x;)?: incerteza padrio de saida e —63: ,—a)]: . coeficientes de
i j

sensibilidade e r; ; : coeficiente de correlagdo estimado.

2

w(f(L,V,m)) = (%)2.(0@2 + (%)Z.mV)Z + (g_r{l) .(om)?

Onde u?: incerteza padrio combinada (mg kg™); L, V, m: variaveis de medi¢io do modelo

global em unidades mg L', mL, g e adimensional, respectivamente; (o x;)?: incerteza
~ , 1\ Of? . o
padrao de saida (mg kg™); Pl coeficiente de sensibilidade.
i

Por fim, foi obtida a incerteza padrao expandida apds a multiplicagdo da incerteza
padrdo combinada (equagdes 3 e 4) pelo coeficiente de abrangéncia k, baseados em uma
distribui¢do do tipo t-Student (95%).

Por outro lado, abordagem experimental foi utilizada através dos efeitos
randomicos (desvio padrao da média). Para isso, a exclusao de erros grosseiros (teste de
Dixon) e sistematicos empregando grafico de dispersao por pontos foi realizado com 95%
de abrangéncia de acerto.

Apds o emprego das abordagens de calculo de incerteza, todas as fontes de foram
avaliadas criticamente. O valor global da incerteza foi determinado através de fontes

significativas, considerando o nivel do mensurando e a legibilidade da medida.

3)

“4)



70

2.8 Expressao dos resultados

Os trabalhos de validacao foram conduzidos para possibilitar duas formas de
emissao de resultado com alta confiabilidade. Os analitos que ndo sdo permitidos nas
matrizes tiveram a op¢ao de serem expressos como positivo e negativo. Para isso, foram
considerados resultados positivos para os analitos que apresentaram valores acima do
valor de CCp obtido para cada analito. Ja para os analitos que sdo permitidos e possuem
niveis regulatérios foram quantificados. Esses resultados obtiveram um mensurando

(analito), incerteza de medicio (95,45%) e unidade de medida (mg kg™).

2.9 Aplicabilidade do método

O método apo6s ser validado foi simulado em rotina analitica. Para isso, diferentes
amostras comerciais foram analisadas e fortificadas antes ¢ ap6s o procedimento de
extracdo. Foi verificada a secletividade conforme item 2.6, o efeito da matriz ¢ a
recuperagdo de acordo com Hoff et al. (2015). O critério de aceitacdo da taxa de
recuperacao foi de -30 a +20%, de acordo com os procedimentos internos do laboratorio,
considerando ensaios por LC-MS e calibragdo em matriz.

Esse procedimento também visou avaliar se ¢ possivel utilizar um Unico tipo de
amostra branca para calibracdo em matriz durante a rotina. Para isso, todas as amostras
de produtos cérneos foram interpoladas em curvas realizadas com carne cozida
(esterilizada comercialmente corned beef) e todo pescado analisado utilizou curvas com
atum enlatado. Essas amostras foram escolhidas como branco por possuirem esterilidade
comercial e serem geralmente isentas (10% do sinal da primeira concentragdo da curva)

da maioria dos analitos, exceto para acido latico.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Método de extracao

Um grande resultado alcangado neste estudo foi desenvolver um tnico método de

extracdo para todos os analitos e diferentes matrizes alimentares. A extragdo solido-
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liquido com parti¢do a baixa temperatura foi aplicada com éxito a uma vasta gama de
compostos. Esse tipo de extragdo pode apresentar dificuldades quando os analitos
possuem propriedades quimicas distintas e as matrizes contem grandes quantidades de
macro componentes como proteinas, gorduras, aglicares e outros coadjuvantes de
fabricacdo. Esse tipo de ambiente pode comprometer o desempenho da extracao e conferir
baixas recuperagdes (VALESE et al., 2017).

A melhor solu¢ao de extracao do estudo foi quando a proporcao de 45:45:10
ACN:MeOH:4gua e 0,1% acido acético foi utilizados. A utilizagdo de grandes proporg¢des
de ACN conferiu uma maior capacidade de precipitacdo dos concomitantes. Entretanto,
NIS e CTA perderam sinal quando utilizados maiores propor¢des de ACN. Um estudo
conduzido por Molognoni et al. (2016a), utilizou metanol para extrair de nisina em
matrizes lacteas, contrariando a literatura que recomendava extragdes aquosas para esse
peptideo. Este método também obteve recuperacdes aceitaveis utilizado até 90% de
mistura organica na solugdo extratora. O uso de metanol em proporgdes certas com ACN
e acido acético favoreceu a extracdo de todos os analitos. Além disso, ja de inicio
promoveu a precipitagdo de algumas proteinas levando-as ao seu ponto isoelétrico e
mudando da conformag¢do no pH em 4,2 devido ao acido acético. A particdo a baixa
temperatura foi eficaz no clean-up do extrato. A etapa de congelamento -80 °C seguida
de centrifugagdo refrigerada, eliminou grandes quantidades de micelas de gordura e
outros concomitantes de caracteristica semelhante. O uso de solventes apolares ndo foi
requerido, diminuindo o tempo de preparo e riscos a saude dos analistas. Por fim, a melhor
sensibilidade para todos os analitos foi alcancada na diluicao do extrato em fase mdvel

inicial com 10% de organico.

3.2 Analises por LC-MS/MS

Diferentes métodos utilizando LC-MS para determinacao simultanea de BAs e
aminoacidos tém sido relatados (REDRUELLO et al., 2017; JIA et al., 2011). Entretanto,
determinar simultaneamente BAs junto a conservantes com diferentes fungdes organicas
foi algo engenhoso. Isso foi possivel utilizando cromatografia liquida em fase reversa
com di-isopropril-3-cianopropil silano ligado a silica hidroxilada como fase estacionaria.

Nesse caso, o método foi capaz de determinar peptideos de 3,5 kDa, anéis de lactona com
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aglcares de 665 g mol™!, acidos organicos e aminas de baixa massa molecular (70 a 200

g mol™') em uma tnica corrida cromatogréafica de dez minutos (Figura 2).

Figura 1 — Estruturas quimicas: acido sorbico (SOR), acido benzoéico (BEN),
hexametilenotetramina (HMT), natamicina (NAT), nisina (NIS), acido citrico (CTA), acido latico
(LCA), metilparabeno (MtP), etilparabeno (EtP), propilparabeno (PrP), butilparabeno (BuP),
cadaverina (CAD), histamina (HIS), putrescina (PUT), espermidina (SPD), espermina (SP),
tiramina (TIR), 1,3-diaminopropano (1,3-DMP), e 3,5-acido dinitrobenzoico (3,5-DNB).
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Fonte: Molognoni et al. (2019).

A fase estaciondria protegida estericamente foi desenvolvida em meados de 1987
por Kirkland, Glajch e Farlee (1989). Atualmente conhecidas como Zorbax StableBond®,
sdo amplamente utilizadas com diferentes grupos quimicos ligado a silica (KIRKLAND;
GLAJCH; FARLEE, 1989). Neste estudo, o grupamento hidrofébico e volumoso

cianopropil foi utilizado com éxito no método cromatografico e permitiu a utilizagao de
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fases moveis de baixo pH, propiciando uma melhora na ionizagdo das moléculas em ESI.
Como podemos observar no cromatograma apresentado pela figura 3, o grupamento
cianopropil em fase reversa foi seletiva para insaturacdes. TIR obteve a maior retengao
entre as aminas (3,25 min), ja que € a Unica molécula a possuir um anel aromatico. Da
mesma forma, BEN apresentou o maior tempo de retencdo entre os acidos organicos (5,85
min), isso porque também ¢ o inico acido organico do grupo com um anel aromatico em
sua estrutura quimica. Por outro lado, moléculas semelhantes ao tipo de fun¢do organica
e numero de insaturagdes tiveram maior reten¢ao na fase quando possuia uma maior
cadeia carbdnica. Isso pode ser evidenciado com os parabenos, onde MtP obteve menor
retengdo em relagdo ao BtP e as aminas CAD e PUT que diferem somente no tamanho da
cadeia carbonica.

O uso do 4cido formico 0,1% como aditivo de fase mdvel apresentou uma melhora
em todos os analitos, mesmo em modo negativo, descartando o uso de sais de amonio. A
valvula de desvio do MS foi utilizada até os dois primeiros minutos de cada corrida. Esse
procedimento visou desviar do MS parte dos compostos extraidos pelo MeOH que ndo
sdo retidos na fase estacionaria (cetoses, aldoses, eletrolitos) diminuindo as sujidades da

fonte ESI e diminuindo o tempo de auto equilibrio do sistema.
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Figura 2 — Cromatograma obtido por LC-MS/MS em amostra branca fortificada. Em modo
positivo no cromatograma acima: 2,79 min 1,3-diaminopropano, putrescina, cadaverina e
histamina; 2,95 min espermidina e espermina; 3,05 min hexametilenotetramina; 3,23 min,
tiramina; 3,43 min acido citrico; 5,65 min acido sorbico; 5,85 min acido benzoico; 6,41 min nisina
e 7,62 min natamicina. Em modo negativo no cromatograma abaixo: 3,41 min acido latico; 6,28
min metilparabeno; 6,99 min acido 3,5-dinitrobenzoéico; 7,31 min etilparabeno; 8,08 min

propilparabeno e 8,48 min butilparabeno.
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Fonte: Molognoni et al. (2019).

A otimizacdo dos analitos em MS/MS foi realizada para

se obter a maxima

sensibilidade possivel para satisfazer os critérios de identificagao de substancias por LC-

MS/MS. Dessa forma, um ion precursor e dois ions de segunda geragao foram requeridos.



75

Os fragmentos mais intensos foram utilizados na quantificagdo dos analitos e os segundos
fragmentos na identificagdo dos compostos. Todos os pardmetros otimizados nos
quadrupolos sao apresentados na tabela 1. As intensidades relativas das transi¢des ficaram
todas acima de 20%, demonstrando sensibilidade e reprodutibilidade. Por outro lado, os
analitos PUT e SPD ndo apresentaram mais de um fragmento sensivel e reprodutivel.
Nesse caso, foi utilizado somente um produto de quebra para cada molécula. Apesar de
contrariar as recomendagdes para quantificagdo por LC-MS/MS, pode-se encontrar na
literatura diversos métodos que utilizam somente um fragmento para identificar PUT e
SPD (MILLAN et al., 2007; SAGRATINI et al., 2012; SIROCCHI et al., 2014).

A otimizacdo da fonte ESI aumentou a sensibilidade de alguns analitos que
anteriormente nao apresentavam boa reprodutibilidade. Ao utilizar o analito de pior
desempenho na atomizagdo, conferiu uma melhora para todos. Além disso, ndo foi
evidenciada a fragmentagao dos analitos na fonte de ionizagao, mesmo utilizando padrdes
isotopicos com massa molar proéxima, perda de dgua e com consideravel facilidade de
quebra. Ao final da otimizagdo da fonte em modo positivo e negativo, os parametros
corresponderam a (£) 5000 V (voltagem no capilar), 650 °C (temperatura da fonte), 55
libra forca por polegada ao quadrado (psi) para gases auxiliares e de secagem e 20 psi

para gas de cortina.



Tabela 1 — Parametros de otimizagao nos quadrupolos através do monitoramento multiplo de reagdes de analito.
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. Padrio Férmula Tempo~de Ion Tra.nsu,:a(j de Trans1¢a~o de DP (V) CXP(V)
Analitos interno molecular retencio precursor quantificacio (Q) confirmacéo (C) Q/IC Q/C
(min) (carga) (EC,em V) (EC,em V)
Conservantes (acidos organicos)

,Acido sorbico (SOR) e seus sais 3,5-DNB CeHsO2 5,6 1129 (+) 67,0 (19) 65,0 (25) 56/56 8/8
Acido benzoico (BEN) e seus sais 3,5-DNB C7H602 5,8 1229 (+) 79,0 (17) 51,0 (51) 36/36 12/24
Acido citrico (CTA) e seus sais 3,5-DNB CeHsO7 34 193,1 (+) 129,0 (17) 175,0 (9) 31/31 6/10
Acido latico (LCA) e seus sais 3,5-DNB C3HeO3 34 89,0 (-) 43,3 (-13) 45,1 (-12) -34/-27 -12/-4

Conservantes (orginicos heterociclicos)
Hexametilenotetramina (HMT) 3,5-DNB CeHi12N4 3,0 141,1 (+) 112,0 (11) 98,0 (21) 51/51 8/4
Conservantes (Bacteriocinas — lantibiéticos)
Nisina (NIS) - C143H230N42037S7 6,4 672,1(5+) 811,3 (23) 649,3 (23) 56/56 38/30
Conservantes (macrolideo polieno)
Natamicina (NAT) 3,5-DNB C33H47NO13 7,6 666,2 (+) 503,2 (17) 485,2 (21) 56/56 22/24
Conservantes (parabenos)
Metilparabeno (MtP) 3,5-DNB CsHsO3 6,2 151,0 (-) 91,9 (-24) 135,9(-18) -50/-50 -15/-9
Etilparabeno (EtP) 3,5-DNB CoH1003 7,3 165,0 (-) 137,0 (-18) 93,0 (-26) -10/-10 =717
Propilparabeno (PrP) 3,5-DNB Ci0H1203 8,0 179,0 (-) 92,9 (-16) 108,0 (-30) -40/-120 -9/-5
Butilparabeno (BuP) 3,5-DNB C11H1403 8,4 193,0 (-) 136,9 (-20) 92,9 (-26) _11%55/- -9/-15
Aminas biogénicas aromaticas
Histamina (HIS) 1,3-DMP CsHoNj3 2,8 112,1 (+) 54,1 (50) 68,1 (9) 64/63 25/29
Tiramina (TIR) 1,3-DMP CsHiNO 3,2 138,1 (+) 121,0 (15) 77,0 (40) 46/46 10/12
Diaminas biogénicas alifaticas
Putrescina (PUT) 1,3-DMP C4H12N2 2,7 89,1 (+) 72,0 (10) - 41 12
Cadaverina (CAD) 1,3-DMP CsHiaN2 2,8 102,8 (+) 86,0 (13) 42 (21) 36/36 10/10
Poliaminas biogénicas poli alifaticas
Espermidina (SPD) 1,3-DMP C7H19N3 2,9 146,9 (+) 84,0 (25) 130,0 (7) 61/56 10/10
Espermina (SP) 1,3-DMP CioH26Na. 2,9 203,3 (1) 112,0 (40) 42,0 (40) 50/50 15/15
Padrdes internos

) 1,3-diaminopropano (1,3-DMP) - CsHioN2 2,7 75,1 (+) 58,0 (13) - 76/76 10/10
Acido 3,5-dinitrobenzdico (3,5-DNB) - C7H4O06N2 6,9 210,9 () 166,9 (-14) - -45/-45  -15/-15

CE = energia de colisdo; CXP = potencial de saida; DP = potencial na fonte; EP = potencial de entrada; Q/C = quantifica¢@o/confirmagao.

Fonte: Molognoni et al. (2019).
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3.3 Validacao do método

Independentemente da técnica analitica empregada, a confiabilidade do dados deve ser
verificados por meio de procedimentos de validagao (ABNT, 2017). Neste estudo, conseguiu-
se com éxito desenvolver um método rapido, com extracdo simples e que fornece diferentes
respostas a fiscalizagdo de carnes, pescados e derivados. Pela primeira vez na literatura foi
reportado um método capaz de determinar simultaneamente conservantes ¢ BAs em diferentes
matrizes alimentares. Os resultados dos pardmetros de validagdo demonstraram que o método
desenvolvido possui confiabilidade metrologica para execucdo em rotina laboratorial,
substituindo pelo menos quatro processos de implementagao de outros métodos para atender ao
proposito.

Analitos de baixa massa molecular sdao passiveis de transi¢gdes interferentes em analises
por LC-MS, provenientes de substancias complexas como os alimentos. Apesar disso, a
seletividade do método foi comprovada para todos os analitos. Nao foram observadas transi¢des
interferentes em torno do tempo de retengdo dos analitos e nem dos padrdes internos. Por outro
lado, todas as amostras brancas das diferentes classes apresentam um pico no tempo de retengdo
de 3,40 min, parte C, D, M e F de cada cromatograma na parte MRM™ da figura 4. Isso se deve
a presenga natural do analito LCA, em todas as matrizes estudadas. J4 em amostras brancas de
carne in natura, fermentada (salame) e pescado, as aminas PUT, ESPD e TIR também
apresentaram picos na parte D e M de cada cromatograma em MRM" da figura 4. Entretanto, o
processo de fortificagdo dos analitos nessas amostras conferiu o aumento do sinal do pico
mantido no mesmo tempo de retencao. Ja os picos interferentes que pudessem ser confundidos
com os analitos, permaneceram com o sinal constante durante essa avaliacdo. Por fim, as
corridas utilizando somente fase movel demonstraram que todas as transi¢cdes nao sdo passiveis
de contaminagdes. Além disso, o tempo de auto equilibrio do sistema de 4 min foi suficiente

para garantir a limpeza do sistema entre cada corrida (figura 4).
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Figura 3— Cromatogramas obtidos durante avaliacdo da seletividade. Na esquerda, cromatogramas de
amostras brancas; no lado direito, cromatogramas de amostras brancas fortificadas com os analitos. C =
produto carneo cozido; D = produto carneo fermentado; M = carnes in natura; F = pescado. A letra f
representa o processo de fortificagdo das amostras.
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Fonte: Molognoni et al. (2019).

O método apresentou linearidade nas faixas de concentragdes estudadas para todas as
matrizes avaliadas (Tabela 2). Os valores médios dos coeficientes de regressdo foram
satisfatorios e superiores a 0,98. Por outro lado, o resultado do efeito de matriz demonstrou
ganho ou perda do sinal dos analitos na presen¢a das matrizes. Como pode ser observado na
figura 3, pode-se tracar um perfil do efeito de matriz de acordo com cada classe de analito
avaliado. Todos os parabenos MtP, EtP, PrP e BuT apresentaram um perfil semelhante de ganho
de sinal, com valores maiores para o BuT. J4 as BAs TIR, CAD e SPD apresentaram uma
supressao de sinal e PUT e SP um ganho de sinal acima de 60%. NIS apresentou o maior efeito
de matriz do método. Por outro lado, também podemos tragar um perfil do efeito de matriz de
acordo com cada tipo de matriz avaliada. Nesse caso, pode-se fazer uma relagdo com o tipo de

processamento que as amostras foram submetidas (por exemplo, tratamento térmico, processo
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de cura, processo fermentativo, apertizados) com o efeito de matriz. Além da estrutura quimica

dos compostos a composi¢do da matriz proporciona diferentes perfis em fontes ESI. A forma

da extragao e clean-up podem estar diretamente relacionados ao efeito de matriz obtido. Estudos

utilizando métodos de extracdo com maior funcionalidade de clean-up, também reportaram

elevados efeitos de matriz na quantificagdo de BAs em pescados por LC-MS (SAGRATINI et

al., 2012). Nesse sentido, foi adotada calibragdo em matriz para a rotina analitica. A HIS nao

apresentou efeito de matriz no estudo com valores abaixo de 20%. ACL também ndo apresentou

efeito de matriz, uma vez que as amostras sao diluidas no minimo 100000 vezes antes da inje¢ao

em fase movel inicial, eliminando os efeitos na fonte.

Tabela 2 — Resultados dos pardmetros de linearidade e limites analiticos.

continua
Analitos Curvas analiticas em matriz CC, CCy LoD LoQ
Matriz Equacdes da reta R? mgkg! mgkg! mgkg! mgkg!
Carne (musculo) y=0,471x+ 0,001 0,99
Carneo
Metilparabeno (fermentado/seco) y =0,485x + 0,001 0,99 1,94 2,43 1,00 1,25
Carneo (cozido) y=0,489 x — 0,008 0,99
Pescados y = 0,564 x — 0,009 0,99
Carne (musculo) y=10,229 x + 0,001 0,99
Cérneo
Etilparabeno (fermentado/seco) y =0,230 x +0,002 0.99 2,27 2,99 1,00 1,25
Cérneo (cozido) y=10,242 x — 0,004 0,99
Pescados y=10,276 x — 0,005 0,99
Carne (musculo) y=0,035x+ 0,002 0,99
Carneo
Propilparabeno  (fermentado/seco) y =0,035 x +0,002 0,99 2,23 2,92 1,00 1,25
Carneo (cozido) y=0,038 x — 0,002 0,99
Pescados y=10,041 x — 0,009 0,99
Carne (musculo) y=10,247 x + 0,001 0,99
. Cérneo
Butilparabeno ¢ cntadofseco) Y~ 0233 X+ 0,001 0,99 1,56 1,79 1,00 1,25
Carneo (cozido) y=0,258 x — 0,002 0,99
Pescados y=0,281 x—0,008 0,99
Carne (musculo) y=10,142 x + 0,003 0,98
Carneo
Natamicina (fermentado/seco) y =0,156 x-0,008 0,99 1,69 1,99 1,00 1,25
Céarneo (cozido) y=0,188 x — 0,004 0,98
Pescados y=0,161 x — 0,003 0,99
Carne (musculo) y = 34228 x + 34406 0,98
Carneo
Nisina (fermentado/seco) y = 16252 x +30434 0.98 2,94 3,25 1,75 2,5
Carneo (cozido) y=29160 x + 23160 0,95
Pescados y =44741 x + 26551 0,98
Carne (musculo) y=0,108 x + 0,004 0,98
Cérneo
Acido sérbico (fermentado/seco) y=0,117x+0,002 0,99 3,08 4,07 1,00 2,5
Carneo (cozido) y=0,116 x — 0,002 0,99
Pescados y=10,140 x — 0,009 0,98
Carne (musculo) y=0,011 x + 0,004 0,99
Cérneo
Acido benzoico  (fermentado/seco) y =0,012x+0,004 0,99 30,1 33,7 15,0 25,0
Carneo (cozido) y=0,012 x + 0,009 0,99
Pescados y=0,015x—0,005 0,99




Tabela 2 — Resultados dos parametros de linearidade e limites analiticos.
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conclusdo
. Curvas analiticas em matriz CCq. CCy LoD LoQ
Analitos 1 1 1 1
Matriz Equacdes da reta R? mg kg mg kg mg kg mg kg
Carne (musculo) y=10,003 x+ 0,010 0,98
Carneo
Acido citrico (fermentado/seco) y = 0,001 x-0,003 0,98 53,3 56,6 35,0 50,0
Carneo (cozido) y = 0,002 x + 0,002 0,97
Pescados y=10,001 x + 0,023 0,98
Carne (musculo) y=10,003 x+ 0,010 0,98
Carneo
Acido citrico (fermentado/seco) y =0,001 x - 0,003 0.98 533 56,6 35,0 50,0
Cérneo (cozido) y=10,002 x + 0,002 0,97
Pescados y=10,001 x + 0,023 0,98
Carne (musculo) y=10,0533 x + 0,020 0,99
Hexametilenotet Cameo y=0,0283x+0,001 0,99
ramina (fermentado/ s_eco) ’ 36,2 432 15,0 25,0
Carneo (cozido) y =0,0540 x — 0,004 0,99
Pescados y =0,4425 x - 0,023 0,99
Carne (musculo) y=10,794 x + 0,002 0,99
Carneo
Cadaverina (fermentado/seco) y=0.942x+0,013 0.99 31,9 48,5 15,0 50,0
Cérneo (cozido) y=10,796 x — 0,002 0,99
Pescados y=1,075x+ 0,001 0,98
Carne (musculo) y=10,379 x + 0,039 0,99
Carneo
Histamina (fermentado/seco) Y~ 0326 X +0,038 0,99 32,6 48,7 10,0 25,0
Cérneo (cozido) y = 0,366 x + 0,030 0,99
Pescados y=10,4360 x + 0,026 0,99
Carne (musculo) y=0.2217 x + 0,0946 0,98
Carneo
Espermidina  (fermentado/seco) Y 02721 X T 01251 0,98 28,5 30,8 20,0 25,0
Carneo (cozido) y=0.2223 x + 0,0708 0,97
Pescados y=0.2400 x + 0,1435 0,96
Carne (musculo) y=0.0172 x - 0,0025 0,99
Carneo
Espermina (fermentado/seco) y =0.0023 x+0,0050 0.95 28,5 30,9 20,0 50,0
Céarneo (cozido) y=10.0138 x — 0,0021 0,95
Pescados y=0.1233 x - 0,0072 0,95
Carne (musculo) y=2.6558 x +0,2585 0,99
Carneo
Tiramina (fermentadofseco) ~ Y~ 2037 x+ 17762 0,97 283 30,6 20,0 25,0
Carneo (cozido) y=3.9632 x +0,4670 0,99
Pescados y =4.8944 x + 0,4029 0,98
Carne (musculo) y=1.8335x-0,2410 0,99
Carneo
Putrescina (fermentado/seco) 0.9477 x - 0,1602 0.98 282 34,9 15,0 25,0
Carneo (cozido) y=0.9910 x — 0,1452 0,99
Pescados y =1.4335 x—0,1400 0,99

CC, = limite de decisdo; CCy = capacidade de decisdo; LoD = limite de detec¢@o; LoQ = limite de quantificacao.

Fonte: Molognoni et al. (2019).

A complexidade de analisar simultaneamente diversas classes de compostos em
matrizes complexas utilizando LC-MS fica claramente demonstrada quando o método ¢
submetido a testes de precisdo e exatidao (VALESE et al., 2017). A precisao em termos de
repetitividade e precisdo intermedidria apresentaram coeficiente de variagdo inferiores a 20%

para a maioria dos analitos. Ja as taxas de recuperagdo ficaram em torno de 78 a 120%. Os
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melhores valores podem ser considerados para a classe dos parabenos, que apresentaram boas
recuperagdes e baixos desvios de precisdo. Por outro lado, CTA, HMT, SPD, SP e NIS
apresentaram maiores desvio de precisdo e baixas taxas de recuperacdo. Apesar de algumas
recuperagdes ficarem em desacordo com o protocolo de validagdao adotado (80 a 110%), os
resultados foram considerados aceitaveis, considerando que as amostras foram interpoladas em
curvas realizadas em matriz. Além disso, as taxas de recuperagao foram obtidas através de trés
niveis de fortificacdo avaliados em trés dias distintos utilizando estatistica robusta com baixo
numero de observagoes.

A avaliagdo da estabilidade do extrato demonstrou que até o 5° dia todos os analitos sdo
estaveis no extrato armazenado a 4 + 2 °C (Figura 5). Entretanto, quando a avaliagdo chegou
ao 7° dia, todos os analitos permaneceram estaveis, exceto a classe dos parabenos. Foi
observada a perda significativa da concentracdo de todos os parabenos (MtP, EtP, PrP, BuP) no
extrato (P < 0,05). O pardmetro demonstrou alta confiabilidade nos resultados com baixas
incertezas de 2,1% e 3,3% para analitos avaliados em 5 e 100 mg kg™!, respectivamente. Esses
valores demonstram a boa precisdo intermediaria dos analitos durante as leituras instrumentais.
Por outro lado, as solucdes padrao de trabalho (mixes) de BAs, padrdes internos e conservantes
demonstraram estabilidade at¢ o periodo maximo de avaliagdao (30 dias), nas condi¢des
experimentais adotadas. A variabilidade do parametro foi considerada adequada, com uma

incerteza expandida referente a precisdo de 5,2%.
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Figura 4— Graficos (concentragdo em mg kg™ versus dias) para o teste de estabilidade dos extratos (A,
B) e graficos de controle (C, D) da variabilidade do pardmetro. Analitos: acido sorbico (SOR), acido
benzodico (BEN), hexametilenotetramina (HMT), natamicina (NAT), nisina (NIS), acido citrico (CTA),
acido latico (LCA), metilparabeno (MtP), etilparabeno (EtP), propilparabeno (PrP), butilparabeno (BuP)
e aminas biogénicas (BAs).
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Fonte: Molognoni et al. (2019).

A sensibilidade do método foi comprovada com a obten¢do de limites de deteccdo e
quantificagdo satisfatorios ao propdsito do método (Tabela 2). Os menores limites foram
alcancados para os conservantes que nao sao permitidos em diversos produtos. O valor do limite
minimo exigido levou em considera¢do o proposito da adi¢do de conservantes na fabricagao,
onde quantidades muito pequenas ndo conferem sentido tecnologico. Além disso, o método foi
modelado para trabalhar em faixas de medicdes reais em rotina analitica. Como pode ser visto
na tabela 2, os menores limites foram alcancados para os analitos MtP, EtP, PrP, BuP, NAT,
NIS e SOR. J& no para as BAs, CAD, HIS e PUT apresentaram os menores limites.

Por outro lado, as violagdes podem ocorrer pelo desrespeito a um nivel regulatorio
estabelecido (exemplo: maximo de 100 mg kg™' de histamina em atum) ou pela deteccio de
substancias ndo autorizadas (exemplo: adicao de sorbato em salsicha). Estudos recentes relatam
as duas formas de violacdo mencionadas. Devido as tendéncias do uso de conservantes em

praticas de fabricagao, SOR, NAT, NIS e BEN podem estar sendo utilizados irregularmente em



&3

diversos produtos de origem animal (MOLOGNONTI et al., 2016a; MOLOGNONI et al., 2016b;
SANTOS et al., 2016). Neste estudo, o erro f foi utilizado com éxito na confiabilidade de
resultados positivos. O procedimento de se utilizar esse valor para emitir um resultado positivo,
diminui o gasto de insumos e fontes de erros ao evitar procedimentos de dilui¢ao para manter
os sinais dos analitos no dominio da func¢do de calibragdo. Foram considerados positivos os
conservantes MtP, EtP, PrP, BuP, NAT, SOR, BEN, HMT e NIS que obtiveram resultados
acima de seus respectivos valores CCy (Tabela 2). Por outro lado, os valores de CC, foram
utilizados em tomadas de decisdes considerando limites regulatorios. Por exemplo, pode-se
considerar amostras de atum nao conformes em relacdo a quantidade de HIS quando os valores
foram acima de 132,6 mg kg'. J4 os resultados de NAT em salame s6 poderiam ser
considerados ndo conformes quando acima de 6,69 mg kg'!, considerando que o valor maximo
permitido de NAT em carnes fermentadas ¢ de 5 mg kg™! J4 em amostras de carnes secas e
curadas, SOR pode ser utilizado na superficie do produto em 200 mg kg' (BRASIL, 2019).
Nesse caso seria considerado um resultado nio conforme com valores acima de 246,0 mg kg’

na superficie e positivo de SOR no interior com valores acima de 3,08 mg kg™

3.4 Incerteza de medicao global da ferramenta de medicao

Os mensurandos geralmente encontrados em medi¢des quimicas, diferem de muitos
outros processos metrologicos por ja estarem adequadamente bem definidos. Esse processo
torna as incertezas referente as calibragdes de balancas, vidrarias e outros instrumentos
geralmente insignificantes ao comparar com efeitos randomicos gerados por equipamentos
como LC-MS e analistas, considerando um limitado nlimero de observagdes (ISO, 2008). Além
disso, abordagens experimentais parecem ser mais apropriadas para estimar a incerteza de
métodos aplicados a um grande nimero de analitos (VALESE et al., 2017). Por outro lado, a
estimativa de uma incerteza expandida pode ndo ser representativa do processo de medig¢ao ao
ndo considerar todas as fontes significativas de incerteza (MOLOGNONI et al., 2017). Na
tabela 3, sdo apresentadas as fontes de incerteza do método desenvolvido. Como podemos
observar as incertezas herdadas (tipo b) sdo despreziveis em relagao as incertezas experimentais
(tipo a), obtidas em processos de validacdo. A modelagem matematica demonstrou que

nenhuma correlagdo de varidveis e ou fontes de incertezas foram negligenciadas.
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Tabela 3 — Valores das principais fontes de incertezas padrao obtidas em procedimentos analiticos apos a aplicagdo da modelagem matematica para as

estimativas.

Tipo Fonte m:];sll(;:aczlodo izzz(:‘l;e(;: Divisor u(xi) Uz::::gade Distribuicao Ci u(yi) Unis(;?g: de Veir
B Pesagem u(m) 2100,0 0,0100 2,02 0,0050 mg t-Student -1,12 0,0100 mg kg'! 0
B Volume u(V) 10,00 0,0013 2,02 0,001 ml t-Student 0,24 0,0002 mg kg! o
A Curva analitica u(L) 10,00 0,502 2,23 0,230 mg kg'! t-Student 4,76 1,073 mg kg'! 17

Incerteza padrdo combinada (uc) = 1,07 Verr=17,00
Incerteza padréo expandida (U) = 2,35
Fator de abrangéncia (k) = 2,20 U(y) =23%
B Pesagem u(m) 2100,0 0,0124 2,02 0,006 mg t-Student 7,9E-05 4 E-07 mg kg'! ©
B Volume u(V) 10,00 0,401 2,02 0,198 ml t-Student -1,7E-02 0.0033 mg kg! 0
A Area do analito u(A) 1,00E+05 9,7780 2,00 4,889 au t-Student 4,8E-07 2 E-06 mg kg'! 17,00
B Concentragao do Padrdo 100,00 0,0023 2,00 0,001 mg kg'! t-Student -1,7E-03 2 E-06 mg kg'! 0
interno u(IS)
A Area do PI u(Ars) 4,50E+06 440,01 2,00 220,01 a.u t-Student -1,1E-08 2 E-06 mg kg'! 17,00
A Coef. linear u(a) 0,100 0,302 1,73 0,174 au Retangular -2,2E+00 0,374 mg kg! 17,00
A Coef. angular u(b) 0,222 3,406 1,73 1,967 aumg'kg Retangular 7,5E-01 1,478 mg kg'! 17,00
Coeficiente de correlacdo (rij) < 0,00 Vet = 19,00
Incerteza padrdo combinada (uc) = 1,52
Incerteza padréo expandida (U) = 5,10 U(y)=5%
Fator de abrangéncia (k) = 2,20

u(xi) - Incerteza padrao de entrada ; u(yi) - Incerteza padrdo de saida; Ci- Coeficiente de sensibilidade.

Fonte: Molognoni et al. (2019).
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Na figura 6, podem-se observar as diferentes contribui¢des de incerteza do método para
cada analito. As maiores fontes de incerteza para a maioria dos analitos foram referentes a
precisdo e calibragdo. As incertezas do tipo B foram maiores para o analito LCA. Isso foi devido
ao maior numero de propagagdo de erros e incertezas em processos de dilui¢ao. Fontes de
incerteza do tipo B tendem a aumentar com o valor do mensurando. Por outro lado, incertezas
do tipo A obtidas por desvios experimentais, tendem a diminuir com o passar da rotina

laboratorial (MOLOGNONI et al., 2019).

Figura 5— Valores das incertezas padrao de saida (u(yi)) estimadas e suas contribuigdes percentuais para
o modelo de medicdo global.

O u(yi)- Calibration curve

Il u (y;)- Precision

B u (y;)- Bias

Uncertainty contribution (%)

B uc(y)-TypeB

T T
CAD HIS SOR BEN TIR HMT CTA  MtP  EtP PrP BuP LCA PUT

Analyte

Fonte: Molognoni et al. (2019).

3.5 Aplicabilidade do método

O método apds ser validado foi submetido a rotina laboratorial visando cumprir seu
propdsito. Na maior parte das vezes, ocorre a diminuicdo das incertezas, tornando-o mais
preciso com o aumento do nimero de medidas (graus de liberdade). Por outro lado, o método
pode perder seletividade e exatidao ao deparar com novas matrizes. Esse fato pode ser frequente
em laboratorios de analise de alimentos (MOLOGNONI et al., 2019). Nesse sentido, a avaliagao
de aplicabilidade do método em amostras comerciais ¢ fundamental para testar o modelo de
calibracdo adotado e garantir a qualidade de medicdo cotidianamente. Neste método foi
demonstrado boa performance quando utilizado em diferentes amostras comerciais de carnes e
pescados (Tabela 4). As recuperagdes foram consideradas aceitaveis apresentando resultados
em torno de 70 a 120%. Entretanto, as amostras de aliche apresentaram um perfil diferente de

resposta para todos os analitos quando utilizando matriz branca de atum para calibragao,
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apresentando baixas recuperagdes. Em relacdo aos produtos carneos, CAD, HIS, ESPD nao
apresentaram boas recuperagdes em amostras fermentadas e curadas (peperoni) utilizado carne
cozida (corned beef) como amostra na calibragdo. Esses resultados demonstram a diversidade
das matrizes encaminhadas a laboratorios de controle apesar de serem enquadrados todas como
carneos e pescados. Nesse caso, mesmo que exigindo mais trabalho, os resultados
demonstraram a necessidade da adicdo de padrao em amostras de aliche e peperoni até¢ que
amostras comerciais sejam enquadradas com matrizes brancas pela qualidade laboratorial.

Por fim, os resultados das amostras apresentaram um grande nimero de ndo
conformidades em produtos carneos em relacdo a adicdo de SOR. Do total de 15 amostras de
salsicha avaliadas, 12 resultados foram considerados positivos. Também foi encontrado SOR
irregularmente em outros produtos como mortadelas, costelas defumadas, salames, kani e de
forma espantosa em enlatados. Apesar da baixa toxicidade e de reconhecida seguranca como
conservantes, altas concentragdes de sorbato em alimentos podem gerar casos de intolerancia
idiossincratica, urticarias e pseudo alergias (DEUEL et al., 1954; HANNUKSELA;
HAAHTELA, 1987; JUHLIN, 1981; WALKER, 1990; LENNERZ et al., 2015). O analito BEN
também obteve resultados positivos em amostras de salsicha. Estudos recentes demonstram
preocupagao em utilizar benzoico como conservantes em alimentos. Apesar do uso de BEN ser
considerado seguro, hipotese sobre possiveis efeitos genotoxicos em células humanas foram
levantadas (LENNERZ et al., 2015). Por outro lado, os conservantes MtP, EtP, PrP, BuP, NAT,
HMT e NIS ndo foram quantificados em nenhuma das amostras. LCA e CTA podem estar
naturalmente presentes nesse tipo de alimento e apresentaram valores coerentes e comparaveis
com a literatura. CTA apresentou valores em torno de 100 mg kg! em produtos in natura e
7336 mg kg! em produtos processados. J4 o LCA apresentou resultados em torno de 1,00 g 100
gl. Por outro lado, as demais BAs obtiveram resultados quantificdveis para a maioria dos
produtos. A HIS nao foi detectada em nenhuma das amostras de pescado analisadas. Os
maiores resultados foram para CAD, SPD e TIR em intervalos de concentracao de 26,4 a 261,2
mg kg ). Aplicabilidade do método para amostras reais revelou um perfil interessante sobre
conservantes € aminas biogénicas marcadoras da qualidade sanitaria. Isso porque produtos
fabricados com baixo rigor de higiene e matéria prima podem gerar risco a seguranca alimentar

utilizando-se abusivamente de substancias antimicrobianas.
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Continua
Tipos de amostras (n = nimero de amostras analisadas)
Analito Parametro 1 2 3 4 5 6 7 ) 9 10 11 12
(n=15) n=3) n=2) (n=20) n=3) n=2) n=3) n=3) n=35) (n=20) n=9) n=3)
SOR Resultados em mg kg'! 287,0 186,8 84,46 NQ NQ NQ 3223 23,80 8,350 NQ NQ --
Rec (%) 88,7 103 95,5 107 105 103 102 101,7 8,95 80,1 77,2 52,1
BEN Resultados em mg kg'! 82,73 NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ -
Rec (%) 101 95,9 95,2 110 117 95,9 89,8 92,6 105 82,2 85,0 51,3
HMT Resultados em mg kg'! NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ --
Rec (%) 103 99,7 93,2 92,1 106 99,7 81,4 100 85,3 105 86,1 20,9
NAT Resultados em mg kg! NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ 1,250 NQ NQ NQ --
Rec (%) 82,2 72,7 82,1 85,8 83,7 72,7 73,2 75,2 71,2 84,2 83,8 66,4
NIS Resultados em mg kg! NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ --
Rec (%) 80,6 76,6 96,8 76,0 82,9 76,6 85,9 84,8 78,1 90,1 93,1 279
CTA Resultados em mg kg'! 0,0100 NQ NQ NQ NQ NQ NQ 0,640 0,00300 0,00100 0,700 --
Rec (%) 117 128 129 79,7 120 128 96,6 130 110 100 126 378
LCA Resultados em mg kg'! 0,660 0.710 0,850 0,610 1.100 0.260 0.750 1,240 1,120 0,670 1,250 --
Rec (%) 83,1 106,3 90,8 72,1 86,2 106,3 78,8 86,5 129,1 89,2 89,0 51,2
MtP Resultados em mg kg! NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ --
Rec (%) 94,5 92,5 95,0 94,0 103 92,5 108 89,0 82,8 86,8 79,8 49.8
EP Resultados em mg kg! NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ --
Rec (%) 92,4 90,6 88,6 85,1 106 90,6 95,3 83,2 82,7 81,0 79,8 478
PP Resultados em mg kg'! NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ --
Rec (%) 84,2 84,9 88,2 95,6 109 84,9 92,4 92,9 76,1 90,4 83,8 4,2
BuP Resultados em mg kg'! NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ --
Rec (%) 91,0 92,2 93,2 96,5 111 92,2 95,2 93,7 78,6 89,0 89,0 51.2
CAD Resultados em mg kg! 128,9 105,8 NQ 58,40 NQ NQ 94,90 151.1 NQ NQ 26.40 --
Rec (%) 82,9 89,0 86,5 119 91,2 89,0 57,8 77,3 81,8 97,4 98,3 458
HIS Resultados em mg kg! 55,00 NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ --
Rec (%) 87,3 75,9 100 108 103 75,9 56,3 130 94,1 99,8 99,7 358
PUT Resultados em mg kg'! 109,8 26,70 NQ NQ 54,14 NQ NQ 123,70 111,4 NQ NQ --
Rec (%) 105 109 111 104 122 106 116 95,8 103 105 109 32.33
SPD Resultados em mg kg! 208,9 61,32 NQ NQ 38,91 NQ 53,60 164,1 NQ 58.98 59,79 -
Rec (%) 70,8 110 128 130 130 110 155 112 119 80,4 77.4 73.0
Sp Resultados em mg kg™! 2342 131,6 NQ NQ NQ NQ 261,2 63,36 NQ NQ 28,90 --
Rec (%) 127 93,4 128 96,0 128 93,4 58,2 89,0 108 109 101 20.9
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Tabela 4 — Resultados da aplicabilidade do método em analises de rotina.

Conclusdo
Tipos de amostras (n = nimero de amostras analisadas)
Analito Parametro 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
n=15) n=3) n=2) (n=20) n=3) n=2) n=3) n=3) n=5) (n=20) n=9) n=3)
Resultados em mg kg'! 198,9 37,08 NQ NQ NQ NQ 27,30 134,9 NQ NQ NQ --
TIR Rec (%) 71,6 91,4 108 122 118 91,4 75,0 88,5 82,8 98,0 99,1 9.6

Tipos de amostras: 1 — salsichas e mortadelas, 2 — presunto cozido, 3 — bacon, 4 — jerked beef, 5 — beef jerky, 6 — canned roast beef, 7 — peperoni, 8 — salame e copa, 9 —
calabresa, 10 — atum (n = 15); bonito (n = 2) ¢ anchova (n = 3), 11 — sardinha enlatada, 12 — alicci. NQ: Nao quantificavel.

Rec (%) - taxas de recuperagdo de amostras fortificadas, interpoladas em curvas de calibracdo matriciais de carne enlatada (para produtos carneos) e atum
(pesacados).Incertezas relativas (k = 2,00): acido sorbico e seus sais (SOR) 9,1%; acido benzodico e seus sais (BEN) 9,9%; hexametilenotetramina (HMT) 8,6%;
natamicina (NAT) 5,1%; nisina (NIS) 38,3%; acido citrico ¢ seus sais (CTA) 8,9%; acido lactico e seus sais (LCA) 9,1%; metil-parabeno (MtP) 5,1%; etilparabeno (EtP)
5,1%; propil-parabeno (PrP) 5,1%; butil-parabeno (BuP) 5,1%; cadaverina (CAD) 8,9%; histamina (HIS) 5,1%; putrescina (PUT) 5,1%; espermidina (SPD) 9,2%;

espermina (SP) 9,2%; tiramina (TIR) 5,1%.

Fonte: Molognoni et al. (2019).
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4 CONCLUSAO

Desenvolveu-se com éxito um método analitico capaz de determinar moléculas
com distintas caracteristicas em varios tipos de matrizes alimentares de origem animal,
através de unico método de extragdo e separacdo cromatografica. A aplicabilidade do
método a amostras reais revelou um perfil interessante de conservantes e aminas
biogénicas, corroborando a necessidade do aprimoramento dos métodos analiticos atuais.
Diferentes abordagens foram projetadas para o célculo da incerteza de medigdo,
permitindo a produgdo de medidas completas e de confiabilidade. Este método pode
substituir pelo menos quatro outros procedimentos analiticos, resultando em uma
ferramenta util para laboratorios de controle. Pode ser usado como um método de triagem
ou confirmatorio, produzindo resultados qualitativos e quantitativos dependendo da

matriz, analito e proposito.
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CAPITULO III - AVALIACAO DOS MUTAGENICOS ACIDO
ETILNITROLICO E 2-METIL-1,4-DINITRO PIRROL EM PRODUTOS
CARNEOS: ABORDAGENS DE SINTESE, EXTRACAO E ANALISE
SIMULTANEA POR LC-MS/MS
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APRESENTACAO DO CAPITULO

No presente capitulo foi demonstrado o desenvolvimento e a valida¢ao de uma
ferramenta analitica sensivel capaz de analisar concentra¢des em pg kg™ dos mutagénicos
acido etilnitrolico (ENA) e 2-metil-1,4-dinitro pirrol (DNMP) em produtos carneos. Para
1sso, uma vasta gama de instrumentacdes analiticas e abordagens experimentais foram
empregadas. A inovacdao quimica proposta por esTe capitulo gerou uma publicagdo no

periddico Talanta e um no Journal of Chromatography A.

Artigos publicados:

MOLOGNONI, L. et al. Development of a new analytical tool for assessing the mutagen
2-methyl-1,4-dinitro pyrrole in meat products by LC-ESI-MS/MS. Talanta, v. 185, p.
151-159, 2018. Doi: 10.1016/j.talanta.2018.03.035.

Molognoni, L., et al. Assessing the mutagens ethylnitrolic acid and 2-methyl-1, 4-dinitro
pyrrole in meat products: sample preparation and simultaneous analysis by LC-MS/MS.

Journal of Chromatography A, 460512, 2019. Doi: 10.1016/j.chroma.2019.460512.
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RESUMO

O uso conjunto dos conservantes sorbato e nitrito no processamento de carnes pode levar
a formacdo dos compostos mutagénicos 2-metil-1,4-dinitro pirrol (DNMP) e o acido
etilnitrélico (ENA). Este capitulo teve por objetivo desenvolver e validar métodos
analiticos para quantificar DNMP e ENA em carnes processadas por cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas. Para isso, abordagens experimentais de
sintese organica, extracdo e quantificacdo foram desenvolvidas e reproduzidas da
literatura. A validacdo do método foi realizada em conformidade com as diretrizes da
Decis@o 2002/657/UE e a aplicabilidade verificada em diversas categorias de produtos
carneos. Um Unico procedimento de extragdo e método cromatografico foi aplicado com
sucesso para andlise dos mutagénicos. Amostras de bacon, salsicha e mortadela
produziram as maiores concentragdes de DNMP e paté de frango e mortadela
apresentaram resultados positivos para ENA. Os métodos desenvolvidos provaram
ferramentas confiaveis, seletivas e sensiveos para medidas de DNMP e ENA em produtos
carneos.

Palavras-chave: Validacdo analitica. Decisdo 2002/657/EU. Seguranca alimentar.

Conservantes de alimentos. Incerteza de medigao.
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ABSTRACT

The use of sorbate and nitrite in meat processing may lead to the formation of 2-methyl-
1,4-dinitro pyrrole (DNMP) and ethylnitrolic acid (ENA), a mutagenic compounds. This
work was aimed at developing and validating an analytical method for the quantitation of
DNMP and ENA by liquid chromatography-tandem mass spectrometry. For this,
experimental approaches of organic synthesis, extraction and quantification were
developed and reproduced from the literature. Validation was performed in accordance
to Commission Decision 2002/657/EU and method applicability was checked in several
samples of meat products. A single extraction procedure and chromatographic method
was successfully applied for mutagen analysis. Samples of bacon and cooked sausage
yielded the highest concentrations of DNMP and chicken pdfé and mortadella tested
positive for ENA. The developed method proved to be a reliable, selective, and sensitive
tool for DNMP and ENA measurements in meat products.

Keywords: Analytical wvalidation. Decision 2002/657/EU. Food safety. Food

preservatives. Measurement uncertainty.
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1 INTRODUCAO

O uso de conservantes consiste em uma das principais estratégias utilizadas pela
industria de alimentos visando ag¢ao antimicrobiana. Nos anos 80, os efeitos sinérgicos do
nitrito de s6dio com o sorbato de potassio na conservagdo de produtos carneos foram
investigados. Vantagens como a extensao da vida de prateleira, preven¢do de patdgenos
(Clostridium botulinum), redug¢ao na quantidade de sais de cura e inibigdo da microbiota
deteriorante em embutidos fermentados foram reveladas (ROBACH; STATELER, 1980;
ROBACH; SOFOS, 1982; SOFOS, 1985; DROSINOS et al., 2006). Entretanto, as
reagdes formaram o écido etilnitrolico (ENA) e o 2-metil-1,4-dinitro pirrol (DNMP),
compostos com propriedade mutagénicas do DNA (KADA, 1974; NAMIKI et al., 1980).

Apesar da escassez de estudos relacionados a formagdo desses compostos em
condigdes reais de processamento de carnes, os ultimos dados da literatura demonstram
que o ENA possui uma reatividade de pelo menos 40 vezes superior a do acido sorbico
sozinho, e de 30 vezes em relacdo ao ion nitrito (EFSA, 2015). Os compostos
apresentaram acao genotoxica e mutagénica, em testes rec-assay bacteriano com Bacillus
subtilis e Ames frente a Salmonella typhimurium (KADA, 1974; NAMIKI et al., 1980;
MUKHERIJEE et al., 1988; HANSEN; TANNENBAUM; ARCHER, 1981). DNMP
demonstrou maior reatividade em relagdo a outros tipos de pirrdis sem o grupo nitro
ligado ao heterociclico. DNMP apresentou poder de alquilacao sobre o nucledfilo 4-(p-
nitrobenzil)-piridina, uma armadilha para agentes alquilantes com caracteristicas
semelhantes as das bases de DNA (PEREZ-PRIOR et al., 2010).

Cromatografia em camada delgada (TLC, thin-layer chromatography) e
cromatografia liquida com deteccao UV (LC-UV, liquid chromatography-UV) foram as
primeiras abordagens analiticas utilizadas para identificagdo do ENAe DNMP. Kito et al.
(1978), utilizaram TLC para caracterizar o mutagénico em estudo pioneiro. O grupo de
pesquisa aperfeicoou as medidas apos alguns anos, empregando maior seletividade
através de medidas por LC-UV (NAMIKI et al., 1980). No entanto, devido a necessidade
de caracterizar os compostos apos sua sintese, a espectroscopia de ressonidncia magnética
nuclear (RMN) (KITO; NAMIKI; TSUJI, 1978; BINSTOK et al., 1998; PEREZ-PRIOR
et al., 2008), espectrometria de absor¢dao molecular UV (Pérez-Prior et al., 2008; PEREZ-
PRIOR et al., 2010), espectroscopia no infravermelho (OSAWA et al., 1986; BINSTOK
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et al., 1998), andlises poligraficas (OSAWA; NAMIKI, 1982) e espectrometria de massas
(MS) (PEREZ-PRIOR et al., 2008; BINSTOK et al., 1998; PEREZ-PRIOR et al., 2010;
MOLOGNONI et al., 2018a) também foram utilizadas. Por outro lado, LC-UV foi
utilizada na quantifica¢ao desses compostos (OSAWA; NAMIKI, 1982; BINSTOK et al.,
1998; PEREZ-PRIOR et al., 2010). Entretanto, muitos desses métodos disponiveis na
literatura ndo atendem mais as atuais expectativas e exigéncias do controle rigoroso de
alimentos, que requerem medidas quantitativas de alta sensibilidade, seletividade e
exatiddo. No entanto, os métodos disponiveis sdao utilizados como base para o
desenvolvimento de novas abordagens analiticas modernas.

Esta tese contribuiu com os primeiros métodos sensiveis capazes de analisar ENA
e DNMP em carnes processadas. Consequentemente, ainda faltam dados sobre a
presenca, formagao, estabilidade e riscos sobre o consumo desse compostos em produtos
carneos (EFSA, 2015). Dados de confiabilidade sobre compostos que oferecam riscos a
saude do consumidores sdo de extrema importancia, uma vez que se tornam a base para
a consolidacao de a¢des preventivas e classificagdes de risco por 6rgaos competentes. As
caracteristicas fisico-quimicas, a complexidade de matrizes alimentares industrializadas,
falta de padrdes comerciais e de dados disponiveis tornam analises de ENA e DNMP em
produtos carneos um desafio analitico.

Diante desse contexto, este capitulo teve por objetivo o desenvolvimento e a
validacdo de um método analitico para determinagdo simultanea do ENA e DNMP (em
ng kg') em produtos carneos. Para isso, abordagens experimentais de sintese organica,
técnicas de extragdo € modos de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas foram testadas para obter maior seletividade, sensibilidade e reprodutibilidade

analitica.
2 MATERIAL E METODOS
2.1 Padroées comerciais e reagentes
Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico, € os padrdes com no

minimo 96% pureza. Nitrito de sodio (NIT), nitrato de s6dio (NAT), sorbato de potassio
(SOR), acido pipecolico (PIC), 1-metil imidazol (1-MEI), cloreto de 3,5-dinitro benzoico
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(3,5-DNB), tetrametilsilano (TMS) foram todos fornecidos por Sigma-Aldrich Chemie
GmbH (Alemanha). N-nitrosopirrolidina deuterada (NPYR-d4) foi fornecida pela CDN
Iso-topes (Quebec, Canada). Metanol, acetonitrila, acetato de etila, hexano, benzeno,
cloroférmio deuterado e diclorometano foram fornecidos por Merck KGaA (Alemanha).
Acidos formico, sulfirico e cloridrico fornecidos por J.T. Baker Chemical Co. (EUA).
Toda 4gua foi ultrapura produzida pelo sistema de purificagdo Milli-Q (Franga).
Solugdes estoque 1000 mg L' dos padrdes foram preparadas dissolvendo-os em
metanol com auxilio de ultrassom. As solucdes de fortificacdo foram preparadas a partir
das solugdes estoque em acetonitrila. PIC na concentragio de 100 mg L', 1-MEI 3,5-

DNB e NPYR-d4 em 10 mg L!. Todas as solugdes foram estocadas a -30 + 10 °C.

2.2 Sintese dos mutagénicos

A sintese do DNMP foi conduzida de acordo com Kito et al. (1978) e Namiki et
al. (1980). Duas solucdes foram preparadas separadamente, dissolvendo-se 16,5 g de
nitrito de s6dio em 64 mL de 4dgua e 4,41 g de sorbato de potassio em 1300 mL de 4gua.
As duas solugdes foram misturadas e aquecidas a temperatura de 60 °C durante duas
horas, mantendo-se o pH em torno de 3,5 através do gotejamento de solucao de acido
sulfirico 2 mol L', controlado por um potencidmetro. Procedeu-se a particio com
diclorometano em funil de separacdo, adicionando-se cinco volumes de 75 mL. A fra¢do
precipitada, de cloragdo amarela (fase organica), foi lavada com duas por¢des de 100 mL
de solucdo saturada de bicarbonato de sddio. Em seguida, foi seca em sulfato de sddio e
carvao ativo, filtrada e evaporada em rota-evaporador. Foram obtidos cerca de 200 mg do
composto.

A sintese do ENA foi conduzida com adaptagdes do método descrito por Pérez-
Prior et al. (2008). Um volume de nitroetano (8 mL) foi adicionado a uma solucdo de
hidréxido de potassio 1 mol L' (100 mL). Um total de 8,90 g de nitrito de sddio foi
solubilizado nessa solugao em meio controlado a 0 °C. Solugao de acido sulfurico 5 mol
L foi gotejada para manter o pH do meio em 4,2, controlado por um potencidometro.
Procedeu-se a particdo com éter etilico em funil de separacdo, adicionando-se cinco
volumes de 50 mL. Em seguida, a fase organica obtida foi seca em sulfato de soédio e

carvao ativado e filtrada. Por fim, o produto foi recristalizado utilizando cloroférmio.
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O N-nitrosopipecolico (N-PIP) foi sintetizado de acordo com Lijinsky, Keefer e
Loo (1979), dissolvendo 3,00 g de PIC racémico em 30 mL de acido cloridrico em banho
de gelo. Em seguida, 2,20 g de nitrito de sdédio foram dissolvidos lentamente na solugao
¢ a mistura foi transferida para um funil de separagdo. A parti¢cdo foi realizada com cinco
volumes de 75 mL de diclorometano. A fase organica amarelada foi seca com sulfato de
sodio anidro e carvao ativado, filtrada e transferida para um baldo de fundo redondo. A
solucao foi completamente seca sob fluxo de argonio e recristalizada utilizando benzeno.

Todos compostos sintetizados foram armazenados em frascos ambar
hermeticamente fechados em atmosfera inerte (argbnio) ¢ mantidos a -80 °C em
ultrafreezer. A caracterizacao dos compostos foi realizada através de TLC, espectros de
absor¢ao molecular UV-Vis, ressondncia magnética nuclear (RMN-1H e 13C) e espectro
de massas (MS).

O espectro de absor¢do molecular foi obtido apds separagdo cromatografica em
fase reversa com Venusil XPB C18 como fase estacionaria (150 mm x 4,6 mm, 5 um
tamanho de particula (Bonna-Agela Technologies Inc., EUA) e metanol 70% como fase
movel, em modo isocratico. A varredura de absorbancia foi realizada em comprimentos
de onda de 190 a 400 nm no sistema de cromatografia liquida com detec¢ao por arranjo
de diodos (HPLC-DAD) Alliance 2695 (Waters Corporation, EUA). A pureza dos
compostos foi determinada PELA pureza do pico utilizando o comprimento de maior
absortividade de cada composto.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H e *C foram obtidos
no espectrometro Bruker Avance 200, operando em 200 MHz. Cerca de 20 mg dos
compostos foram dissolvidos em cloroférmio deuterado e TMS como padrao interno. Os
deslocamentos quimicos (0) em partes por milhdo (ppm) da frequéncia de operagcdao em
relacdo ao TMS foram determinados. Para isso, a multiplicidade (s = singleto, d = dubleto,
dd = duplo dubleto, t = tripleto, m = multipleto, sl = singleto largo), o nimero de
hidrogénios deduzidos da integral relativa e a constante de acoplamento (J) expressa em
Hertz (Hz) foram determinadas.

Os espectros de massas dos ions moleculares e de seus produtos de fragmentagao
foram obtidas por infusdo direta no espectrometro de massas tipo triplo-quadrupolo Sciex
5500 Qtrap (EUA). Os compostos foram dissolvidos em solugdo de MeOH a 50% e

acidificados com 0,1% de 4cido formico (DNMP) e 2 mmol L' de formiato de aménio
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(ENA) e infundidos separadamente por um fluxo continuo de 10 puL min'. A
caracterizagdo dos compostos foi realizado através do monitoramento multiplo de reacdes

e ions precursor utilizando armadilha de ions.

2.3 Amostras utilizadas no desenvovimento, validacao e aplicabilidade do método

No total, 70 amostras comerciais de produtos carneos fermentados, curados, secos
e cozidos foram avaliadas durante o desenvolvimento, validacao e aplicabilidade do
método. Todas as amostras foram processadas por fabricas brasileiras sob inspecao
federal. Todas as amostras foram congeladas, moidas e homogeneizadas em moinho de
discos e processador de alimentos. Todas amostras foram armazenadas em sacos plasticos
e mantidas a -80 £ 10 ° C até o final do estudo.

Por outro lado, para o desenvolvimento do método de extragdo amostras de
mortadela foram processadas em uma planta piloto sob as melhores condi¢des para a
formag¢ao do analito, de acordo com Namiki et al. (1980) e Binstok et al. (1998). Para
isso, foram utilizadas propor¢des de 8:1 (0,3000%:0,0375%, m/m) e 2:1 (0,30%:0,15%,
m/m) de NIT e SOR, respectivamente. Glucona-delta-lactona (1,5%) e acido fosfoérico de
grau alimenticio (0,25%) foram usados para manter o pH da emulsdo de carne em torno
de 5,0 £ 0,5. A composi¢do da mortadela consistiu de carne mecanicamente separada de
frango (60%), carne de suino (26%), proteina de soja texturizada (3,5%), fécula de

mandioca (5%), cloreto de sodio (3,5%), sacarose (0,6%) e pirofosfato de sodio (0,3%).

2.4 Abordagens experimentais de extracio

O desenvolvimento do método de extragdo foi realizado em trés etapas distintas:
1* obtengao de uma condigao inicial para os testes (selecao das varidveis), 2% aplicacao de
diferentes técnicas de extragdo e 3” selecdo e otimizagdo do método de extracdo para a
validacao analitica.

1* Etapa: um planejamento fatorial saturado de design 27-* foi empregado para
visualizar os efeitos das variaveis de extrag¢ao selecionadas, visando obter uma condi¢ao
inicial para os experimentos. Empregando extragao sélido-liquido com particdo a baixa

temperatura (SLE-LTP) foram testadas as varidveis (1): massa de amostra (1 e 2 g); (2):
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solvente de extracdo (metanol e acetonitrila); (3): propor¢cdo aquosa no solvente de
extragdo (10 e 80%), (4): uso de acido formico (< pka ENA) e 4cido acético (> pka ENA),
(5): clean-up com solvente apolar (hexano e acetato de etila), (6): uso ou nao de aménio
na reconstituicdo do extrato seco (acetato de amonio em 10 mM) e (7): propor¢ao de
organico na reconstituigdo do extrato seco (MeOH e ACN, em 70%). Utilizando
estatistica robusta, o experimento foi conduzido de acordo com a matriz projetada de

acordo com a equagao 1.

Y=g, + ZBiXi (=1,..,K (1)

Onde Y: ¢ a fungdo alvo estimada; Bo: constante; Bi: coeficiente de regressdo; Xi: variavel
independente; k: nimero de variaveis.

O método de Lenth foi usado para estimar os principais efeitos das variaveis no
procedimento de extracao (LENTH, 1989). O erro da margem dos contrastes (ME), o erro
pseudo-padrao (PSE) e simultaneos (SME) foram calculados com 95% de probabilidade,
utilizando o software Microsoft Excel.

2% Etapa: ap0s consolidar as variaveis de extragdo, diferentes técnicas de extracdao
forma testadas. Extragdo em fase solida (SPE), fase solida dispersiva (d-SPE) tipo
QuEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged e Safe) modificado, extragdo por
liquido pressurizado (PLE) e SLE-LTP foram aplicadas. Cada método de extragdo foi
realizado em triplicata independente de preparo utilizando a mortadela experimental € um
branco analitico (mortadela comercial isenta dos analitos). Para isso, 2.0 = 0.1 g de
amostra foram pesadas diretamente para tubo de polipropileno 50 ml. Foram adicionados
5 mL de solugdo de 90% de ACN acidificada com 0,1% acido formico. Exceto para PLE,
solucao contendo 20% ACN acidificada com acido formico foi utilizada na extragdo
(aproximadamente 15 mL). Todos os tubos, exceto para PLE, foram agitados por 20 min
utilizando agitacdo orbital, seguida de a 3488 g-force durante 10 min a 4 = 1 °C. O
sobrenadante foi transferido para tubo de polipropileno de 15 mL e mantido a -30 = 10
°C por uma hora. Foram novamente centrifugados a 3488 g-force durante 10 mina 4 + 1

°C. Os sobrenadantes foram posteriormente tratados com dSPE.
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SPE ¢ dSPE: os extratos foram submetidos a diferentes cartuchos de extracao

utilizando aparato Supelco Visiprep™ SPE Vacuum Manifold, (Sigma-Aldrich Chemie

GmbH, Alemanha). Na tabela 1, sdo resumidos todos os materiais, reagentes e

procedimentos utilizados em cada abordagem experimental.

Tabela 1— Delineamento experimentais utilizando fase s6lida na extragdo dos analitos.

Técnica Fase solida Procedimento Condicionamento Lavacio Eluicdo
Foram misturados 2
QuEChERS 100 mg carvdo agi?iérﬁtﬁi :fl)li?)s e
ativado em pod e 200 . - - -
I me MeSOs ceptrlfugados 3600 g.
gMe Filtragdo com PTFE
0,25 pm.
( P;i?n:lrjg/ ;leecI;idAary Foram misturados 2
K minutos com
QuEChERS aén ll gee),zlo(())onrlng d(le agitador de tubos e
1I NasSOu forffm ceptrifugados 3600 g.
adicionados a cada Filtragao com PTFE
tubo 0,25 pm.
Cianopropil (Spe-ed, .
SPEI 500 mg/ 6 mL, Orgénico® 3 mL MeOH b 3 mL dgua 3 mL
. . 3 mL orgénico MeOH
Applied Separations)
Cianopropil (Spe-ed, .
SPE 1 500 mg/ 6 mL, Organico® 3 mL MeOH b 3 mL dgua 3 mL
. . 3 mL organico MeOH
Applied Separations)
Troca anidnica com Organicob com 5% 3mL
SPE II amina (500 mg/ 3 de aménio 3 mL MeOH 3mLagua  MeOH 2%
mL, 3 mL 4gua 3mL ACN acido
CHROMABOND) (PH7) acético
Troca anidnica com 3mL
. . Aquoso® com 5% 3 mL hexano .
SPE Il Slhcan‘:“/’tgi‘q‘f’ (500 ambnio 3 mL MeOH 33:1% s MZ(ZEOZ%
CHRC%MABO’ND) (pH7) 3 ml dgua acético
Polimero Strata-X Aqueouso® seguida .
SPE IV (500 mg/ 6 mL, da solugdo utilizada 3;::3?8;{ 3 mlL dgua l\?[;?)];{
Phenomenex) no PLE &
Fase reversa de Aqueouso® seguida
SPE V resina 102 (Spe-ed, da solucdo utilizada 3 mL MeOH . 3mL
500 mg/ 6mL, 3 mL aqueouso?® MeOH
Applied Separations) no PLE
Fase reversa de silica 3 mL diclorometano 3mL
SPE VI (500 mg/ 6 mL, Organico ® 3 mL ACN -—- diclorometa
CHROMABOND) no

Onde a: ACN:H,0 (20:80) 0,05% acido formico e b: ACN:H»0 (90:10) 0,05% &cido férmico.

Fonte: Proprio Autor.

PLE: os tubos contendo as amostras foram misturados com terra de diatomacea e

carvao ativado, suavemente comprimido com um pildo, evitando espagos vazios no

interior da cépsula. A capsula foi inserida em uma méquina de café expresso (Nespresso,

Brasil), segundo adaptacdes do método descrito por Armenta, La Guardia e Esteve-
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Turrillas (2016). O extrato foi coletado diretamente em um tubo de polipropileno de 50
mL e seguiu-se para os procedimentos conforme a tabela 1.

Ao final, todos os extratos, inclusive os obtidos por SLE-LTP, foram secos em
fluxo de nitrogénio a 25 £ 5 °C e posteriormente ressuspendidos com 1 mL de solugdo
MeOH 70%. Clean-up da gordura utilizando 0,2 mL de n-hexano foi realizado somente
para os extratos obtidos por SLE-LTP e SLE. Apds agitacao orbital por 5 min, os extratos
foram transferidos para microtubos de polipropileno e centrifugados a 17300 g por 5 min
a 4 °C. Finalmente, aliquotas foram transferidas para frascos tipo vie/ e injetadas no
sistema LC-MS/MS.

Foram monitorados processos de nitrosagdo durante o procedimento de extracao,
de acordo com Herrmann, Duedahl-Olesen e Granby (2014). Para isso, 500 pg L! de
PIC foi adicionado a cada tubo antes da extragdo ¢ a formagdo do acido N-nitroso
pipecolico (NPIC) foi monitoradoS durantes os testes.

3* Etapa: os métodos pré-selecionados na 2* etapa foram otimizados € novamente
comparados para selecdo final. Nesse processo, levou-se em consideragdo a sensibilidade
(sinal analitico), efeito de matriz na fonte de ionizacao por eletrospray (ESI) e a incerteza
randomica do sistema LC-MS/MS (Equagao 1). Além disso, o poder de limpeza do
extrato também foi avaliado. Tubos contendo o extrato final foram fotografados lado a
lado com tubos contendo dgua. A acuidade visual do analista foi aumentada utilizando
estereomicroscopio Stemi 508 (Zeiss).

A incerteza padrdo combinada foi determinada através de cada fonte de incerteza
e posteriormente propagada em incerteza padrao expandida, de acordo com as equagdes

2 e 3 respectivamente.

dy?
2 — 112 2 2
Uc o = u (Sr) +u (EME) + Z ﬁ u (xi) (2)

Onde u,: incerteza padrdo combinada; ucg: incerteza padrdo referente aos efeitos

randomicos do instrumento com inje¢des sucessivas; Ug,,,): incerteza padrdo referente

. . d
ao efeito de matriz na fonte ESI e ), —

2
a; . uz(xi) : modelagem matematica referente a

propagacao de incertezas proveniente de instrumentos utilizados na extracao.
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Uy = Ucgy - K 3)

Onde U(y): incerteza padrdo expandida; u.: incerteza padrdo combinada e k: coeficiente
de abrangéncia (95%).

Os detalhes sobre o célculo de incerteza de cada fonte do modelo global podem
ser vistos no material suplementar desta tese. Detalhes sobre o calculo do parametro efeito

de matriz sdo mencionados no item 2.7.

2.5 ABORDAGENS DE CROMATOGRAFIA LIQUIDA ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASSAS

As anadlises por LC-MS/MS foram realizadas em um espectrometro de massas
triplo quadrupolo hibrido com armadilha de ions (5500 QTrap, Sciex, EUA), equipado
com fonte ESI. O espectrometro foi acoplado a cromatografia liquida de ultra eficiéncia
1290 Infinity (Agilent Technologies, Alemanha). Foi utilizado o modo de monitoramento
multiplo de reagdes. A otimizac¢dao dos pardmetros foi realizada em concentracao de 100
ug L1 dos analitos, dissolvidos em fase movel e extrato de matriz branca. Foram testadas
diversas fases estaciondrias € modos cromatograficos. Foram utilizados experimentos
univariados sob condicdo de repetitividade, fixando sempre que possivel varidveis de
medicao como: volume de injecdo (5 nL), temperatura da coluna (40 °C), fluxo (250 uL
min’') e nimero de medigdes (n = 20). Fase movel A: 4gua e fase movel B: MeOH, ambas
com adicdo de 5 mM de acetato de amonio e 0,1% acido acético foram utilizadas.

LC com interagdao hidrofilica (HILIC) foi realizada empregando uma coluna
Hypersil Gold HILIC, Thermo Fisher (150 x 3,0 mm, 5 um). O gradiente de eluicao
consistiu de: 5% A (1-4 min), 95% A (4-5 min), 50% A (5-6 min) ¢ 95% A (6-8 min),
mais 5 min de auto equilibrio do sistema (total da corrida 15 min).

LC em fase reversa utilizando grupos polares (cianopropil e fenil-hexil) e apolares
C18 ligados a silica foram testados. Para isso, Zorbax 300SB-CN, Agilent (4.6 x 50 mm,
3.5 um), Poroshell 120 Phenyl-Hexyl, Agilent (3,0 x 50 mm, 4 um) e Zorbax C18, Agilent
(3,0 x 100 mm, 3,5 um) foram utilizadas, respectivamente. O gradiente de eluicdo

utilizado em todas as corridas consistiu de: 0-4 min (95% A), 4-6 min (10% A), 6-7 min
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(50% A), 7-8 min (95% A), mais 2 min para o auto equilibrio do sistema (total da corrida
10 min).

LC em ultra desempenho com C18 em fase reversa também foi testada. Para isso,
Zorbax C18, Agilent (1,8 x 50 mm, 1,5 pm) com gradiente de eluicao: 0-1 min (95% A),
2-3 min (10% A), 3-4 min (95% A), mais 1 min para o auto equilibrio do sistema (total
da corrida 5 min).

No fim, todas as abordagens de cromatografia liquida forma comparadas quanto
areten¢ao dos analitos na fase estacionaria, presenca de concomitantes isobaricos, tempo
de equilibrio, resolug¢do e incerteza de medi¢do. A incerteza randomica foi calculada
através de dados obtidos por injegdes sucessivas sem o emprego de variaveis de medigao.
O desvio padrao da média da série de dados (n = 20), sem outlier (teste de Dixon 95%),
foi expandido multiplicando-se o valor da incerteza padrao por k= 2,0 (95% de

probabilidade de acerto em um distribui¢ao do tipo t-Student).

2.6 Quantificacao do nitrito, nitrato e acido soérbico

Amostras descritas no item 2.3 também foram submetidas a quantificagdo de NIT
e NAT por eletroforese capilar por zona capilar com detec¢do de arranjo de diodos (CZE-
DAD), conforme descrito por Della Betta et al. (2016). O SOR foi quantificado por LC-
MS/MS como proposto por Molognoni et al. (2018a). Todos os resultados foram
expressos em mg kg™!. Ambos os métodos foram previamente validados e os seguintes
limites de quantificagdo foram atingidos: 5,00 mg kg! (NIT), 5,00 mg kg! (NAT) e 1,00
mg kg! (SOR).

2.7 Valida¢ao do método

A validagao do método foi conduzida com orientagdes da Decisdao 2002/657/CE
(EFSA, 2002).

A seletividade foi verificada pela andlise de no minimo 20 amostras brancas e
comerciais de variadas classes de embutidos. Esse procedimento visou avaliar os
possiveis interferentes endogenos e exdgenos das matrizes, contaminacdes entre corridas

e interferentes isobaricos. Os resultados foram avaliados pela presenca de picos
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interferentes em torno dos tempos de retengdo dos analitos, apdés 0s mesmos serem
estabelecidos utilizando padrdes puros e solvente. A avaliagdo foi realizada comparando
as corridas das amostras brancas, comerciais ¢ experimentais (item 2.3), com e sem
fortificagdo. Também foram utilizados valores crescentes de massa de amostra branca
(gradiente de massa) para confirmar picos interferentes provenientes das matrizes.

As curvas de calibracdo foram preparadas utilizando padronizacdo interna com
seis niveis de concentragdes (incluindo o zero). Para isso, foi utilizada relagao funcional
linear (ndo ponderada) de razdo das concentracdes (eixo x) versus razao de areas dos
picos (eixo y). Todas as curvas foram preparadas em triplicata de ponto. As faixas de
trabalho apresentaram equidistancia e compreenderam de 5 a 50 ug kg™

A linearidade do método foi avaliada através da reprodutibilidade de curvas de
calibragao preparadas em matriz. Para isso, foram preparadas com trés repeti¢des por
nivel, em dois dias distintos para todas as categorias estudadas. O critério de aceitacdo foi
através da média dos coeficientes de regressdo (R?) que deveria ser maior que 0,98.

O efeito de matriz foi avaliado para verificar o aumento ou a supressao do sinal
na presenca das matrizes. O procedimento foi baseado na analise de dois tipos de curvas
de calibragdao. A curva I consistiu em curva em solvente, preparada por dilui¢do da
solugdo padrao em fase movel. Ja a curva II foi realizada em matriz branca fortificada
com padrdes antes do procedimento de extragdo. A avaliagdo foi realizada comparando-
se as derivadas das retas obtidas em matriz e solvente, de acordo com Hoff et al. (2015).

A recuperacao e a precisdo (em termos de repetitividade e precisdo intermediéria)
foram determinadas a partir de matriz branca fortificada. Para isso, foram utilizados dois
grupos de sete aliquotas fortificadas nos trés primeiros niveis das curvas de calibragao
estabelecidas para cada analito. A recuperagdo e precisdo em termos de precisdo
intermediaria foram avaliadas empregando varidveis de medi¢do como dias (n = 2) e
analistas (n = 3). A exclusao dos erros grosseiros foi realizada empregando teste de Dixon
(95%) e a verificagdao dos possiveis erros sistematicos empregando grafico de dispersao
por pontos. Os resultados foram obtidos através de curvas de calibragdo em matriz
preparadas em triplicata de ponto, no mesmo dia do experimento para cada matriz. A
avaliacdo da recuperacdo foi realizada pela taxa de recuperacao, com limites aceitos de -
20% a + 10%. Ja para precisdo foram considerados satisfatorios os resultados com CV <

20%.
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O limite minimo de desempenho requerido (LMDR) foi determinado como a
menor quantidade detectada com incerteza abaixo de 40%. A capacidade de decisdo
(CCa) foi obtida pela multiplicagao do desvio-padrao da média das fortificagcdes durante
a validacao, pelo fator 1,64 e ponderado na média geral. Ja a capacidade de deteccao
(CCp), foi obtida pela multiplicagdo do desvio-padrao pelo fator 1,64 e somando ao valor
de CCoa. Esses parametros foram calculados considerando o primeiro nivel de

quantificagao.
2.8 Estimativa da incerteza global

A estimativa da incerteza de medic¢ao global do método desenvolvido foi realizada
utilizando modelagem matemadtica. O modelo de medigdo utilizado padronizacao interna

foi de acordo com a equacao 4.

(M—b)-cpl-v

_ A
C(mgkg™) = ————

“4)

Onde: Cmg ko'': concentragio do analito na solugdo estoque (mg kg'); m: massa da
amostra (g); Aanalito: area do analito (a.u.); Apr: area do padrdo interno (a.u.); Cpr:
concentracio do padrio interno na solucio de extracido (mg kg!); V: volume da solugio

de extrag¢do (mL); a: coeficiente angular e b: coeficiente linear da curva analitica.

A determinagdo da incerteza padrdo combinada foi calculada de acordo com a

propagacao de todas as fontes de incerteza, conforme a equacdo 5.
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uZ (f(Aanalito; API) CIS) a, b; m, V))

B <¢>2 ' (GAanali;o;z;‘ (%)2 : ;(;AZI)Z
+ (WPI)Z (oCpp)? + (a—az) .(0a)? + <%> (ob)? i
+ (5m) -Com* + (57) @02

of of
+ 2. (m) . (0Aanatito)- (m) -(cApp) . T Aanatito Apr

+ 2. (%) .(ca). (%) .(ob) .r,p

Onde u?: incerteza padrio combinada; A,paiito, App, Crs, @, b, m, V: variaveis de medigdo
do modelo global em unidades uw.a, u.a, mg kg', ua mg! kg ua, g mL,

. . . , af? a .
respectivamente; (o x;)?: incerteza padrio de saida e a_xf ’a_::: coeficientes de
i 0x

sensibilidade e r; ; : coeficiente de correlagdo estimado.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Sintese dos compostos e caracterizacio

A sintese de ENA produziu cristais higroscopicos de aparéncia incolor, cujos
deslocamentos quimicos e pardmetros de multiplicidade do espectro de RMN 1H estavam
em conformidade com sua estrutura quimica e com os dados da literatura (PEREZ-PRIOR
et al., 2010). Os deslocamentos quimicos (5) do RMN de '*C foram 10,45 e 159,9 ppm.
Por outro lado, a sintese do DNMP produziu um produto solido de cor amarelo palido,
cujo espectro de RMN 1H se adequou a sua estrutura, como previamente publicado por
Molognoni et al. (2018b).

A absorcao molecular apresentou maior absortividade nos comprimentos de onda
de 209 e 240 nm para o DNMP e ENA, respectivamente. Esses valores sdo condizentes
com os dados relatados por Pérez-Prior et al. (2010). J& os espectros de massa foram pela
primeira vez foram explorados com esse proposito. Apesar desses resultados serem mais
discutidos no item 3.3, os resultados prévios demonstram ions precursores, fragmentos e
propriedades fisico-quimicas condizentes com as moléculas sintetizadas, conforme

demonstrado na figura 3 e 4.
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Figura 1— Caracterizagdo do DNMP por LC-MS/MS, em que A: cromatograma em fase reversa
em cianopropil como fase estaciondria e B: fragmentacdo do DNMP de massa exata 171,0 g mol
!, ion precursor 172,0 Da, fragmento 126,0 Da, em Da (perda de NO), 109,0 Da, em Da (perda

de NO,, CHs), e 62,0 Da, em Da (perda de NO,, NO», CH3).
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Fonte: Molognoni et al. (2018a).

Figura 2 — Padrao de fragmentacao do acido etilnitrélico (ENA) por espectrometria de massas,

ion precursor 103,0 Da, fragmento ion nitrito (NO,") de 46,0 Da; ion fulminato (CNO-) de 43,0
Da; e ion etenamida (C2H2N") de 41,2 Da.
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Fonte: Molognoni et al. (2019).

O N-PIP apresentou o precursor em 129,1 Da e um fragmento intenso em 84,0 Da

(perda COOH), de maneira semelhante ao relatado por Lijinsky, Keefer e Loo (1979).

A pureza dos compostos foram todos acima de 92%. Apesar do rendimento ser

inferior ao relatado na literatura para N-PIP ¢ DNMP, as sinteses foram consideradas

adequadas ao proposito.
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3.2 Método de extracio

Na primeira etapa do desenvolvimento do método de extracao, a estimativa dos
contrastes provocados pelos efeitos das varidveis produziram efeitos significativos. O
solvente de extracdo, a quantidade de 4gua na solucdo de extragdo e a adi¢do de 10 mmol
L' de acetato de amonio afetaram significativamente a robustez do procedimento

analitico (p < 0,05), com valores superiores aos ME e SME (Figura 5).

Figura 3— Estimativa dos contrastes das varidveis de extragdo selecionadas durante o
procedimento analitico.
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Onde, fatores (1): massa de amostra (1 e 2 g); (2): solvente de extracdo (metanol e acetonitrila); (3):
propor¢do de aquoso no solvente de extragdo (10 e 80%), (4): uso de acido formico (< pka ENA) e acido
acético (> pka ENA), (5): clean-up com solvente apolar (hexano e acetato de etila), (6): uso ou ndo de
amonio na reconstitui¢do do extrato seco (acetato de amdnio em 10 mM e sem) e (7): proporgdo de organico
na reconstituigdo do extrato seco (MeOH e ACN, em 70%).

Fonte: Molognoni et al. (2019).

A ACN apresentou maior eficiéncia na extragdo do ENA e DNMP em relagdo ao
MeOH. Isso também foi relatado em outros estudos que utilizaram ACN para extrair nitro
compostos de baixa massa molecular (ex. nitrosaminas) em carnes processadas
(HERRMANN; DUEDAHL-OLESEN; GRANBY, 2014). Por outro lado, a proporg¢ao de
aquoso no solvente de extragdo demonstrou bons resultados quando estava alta ou baixa,
em relagdo a ACN. Esses resultados levaram o nosso grupo de pesquisa a testar diferentes
técnicas de extragdo que empregam alta (PLE) ou baixa propor¢ao de aquoso (SLE-LTP).
O uso de amoénio na reconstituicdo do extrato aumentou a sensibilidade de resposta do

ENA. Isso foi de facil compreensao, uma vez que a utilizacdo de MeOH tamponado em
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pH superior ao pKa do ENA, utilizando 10 mM de acetato de amonio e 0,05% acido
acético (pH 4,5 £ 0,5) manteve ENA na forma desprotonada. Esse principio foi utilizado
na detec¢do do ENA por ESI- MS/MS em modo negativo. Ja em relagdao a extracao do
ENA na matriz, a desprotonacdo da molécula demonstrou baixo efeito. Entretanto,
considerando que a estimativa do contraste foi proximo a ME, esse parametro foi revisto
com cautela, confirmando melhoras sutis ao utilizar 0,1% de acido férmico (ENA na
forma protonada).

Os resultados da segunda etapa demonstraram que diferentes técnicas de extragdo
podem ser aplicadas ao ENA e DNMP. Entretanto, de acordo com a figura 6, parte A,
SLE-LTP > SPE V > SPE IV > QuEChERS I > QuEChERS II, demonstraram maior
capacidade de extragdo dos analitos ao reproduzir os maiores sinais analiticos (valores
médios), respectivamente. Somente SPE II (NH2) ndo apresentou potencial de extracao,
reproduzindo baixos sinais analiticos com incertezas grandes. Isso porque o sinal analitico
era da mesma ordem de grandeza que o ruido do sistema (Figura 6, parte A). Isso pode
ter ocorrido devido a propriedade do analito ser soluvel tanto em solventes organicos
quanto em agua, eluindo do cartucho durantes as lavagens. Em relagdo aos sorventes em
SPE, as melhores respostas foram produzidas por Strata-X e RP-102. Ambas as fases
solidas sdo materiais poliméricos, que geralmente tém sido empregados para a limpeza
de compostos neutros e dcidos, bem como de espécies alcalinas de baixo massa molecular.
Provavelmente, o uso de SPE em modo tandem, com um primeiro cartucho de troca idnica
para remover os efeitos da matriz e um segundo cartucho com fase polimérica para reter
o ENA, seria uma alternativa para o nosso método. No entanto, considerando que os
métodos de rotina devem ser tdo simples e baratos quanto possivel, essa alternativa nao
foi considerada.

Considerando a capacidade de limpeza do extrato, SPE VI> SPE Il > PLE > SPE
IT tiveram os melhores resultados, respectivamente (Figura 6, parte B). Pode-se fazer uma
analogia que a alta seletividade do método para a remocao dos concomitantes da matriz,
levou a uma baixa sensibilidade de deteccdo do ENA, ao remover o analito juntamente
com outros constituintes. Por outro lado, os sinais mais elevados foram referentes aos
extratos mais sujos, que mantiveram cores e turvagdes proporcionadas pelos constituintes
alimentares ndo removidos no processo, como mioglobina, hemoglobina, catalase e

citocromo-enzimas, entre outros. Por exemplo, o QUEChERS II (sem carvao ativado) e o
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SLE-LTP produziram extratos avermelhados, tipicos de pigmentos de carne e corantes
usados para processamento de carne como o corante carmim de cochonilha e caramelo.
(Figura 4, parte B). Entretanto, sinais analiticos elevados mas com elevado efeito de
matriz devem ser vista com cautela, pois efeitos sistematicos ndo podem ser reduzidos
com o aumento do nimero de medidas e sdo de dificil controle em andlises com
diversificada condi¢ao matricial como andlise de alimentos (MOLOGNONI et al., 2019).

Alcangar o equilibrio entre a limpidez do extrato, reprodutibilidade e
sensibilidade do procedimento de extragdo ¢ sem duvidas o maior objetivo a ser alcangado
ao desenvolver de um método. O uso do carvao ativado, tanto no emprego do PLE quanto
QuEChERS proporcionou uma maior eficiéncia de clean-up, principalmente na remogao
dos pigmentos. Outros pesquisadores ja haviam demonstrado a versatilidade do carvao
em procedimentos de extragdo. Kurz et al. (2018), demonstrou que o sorvente foi capaz
de realizar o clean-up de pigmentos, como por exemplo, na limpeza de extratos de
cenouras ricos em carotenoides. Por outro lado, também foi demonstrado que o carvao
pode ser utilizado como o adsorvente de analitos, empregando-o em extragdes em fase
solida para concentragdo da espécie quimica (ZHAO et al., 2008).

Quando os parametros efeitos de matriz na fonte de ionizacdo, variabilidade
randomica no sistema LC-MS/MS e a capacidade de limpeza do extrato (acuidade visual)
foram avaliados (Figura 6), QUEChERS I e PLE foram selecionados para segunda etapa
do desenvolvimento. Por outro lado, devido a alta sensibilidade de resposta e a baixa
variabilidade randomica, SLE-LTP também foi selecionado mesmo com o elevado efeito
de matriz. Apesar de no geral métodos SPE apresentarem bons resultados, nenhum deles
foi selecionado. Essa decisdo levou em consideracdo que ndo apresentaram grande
superioridade em relagdo outras técnicas testadas, e sdo reconhecidamente mais custosas
para laboratorios de paises importadores dos insumos. Por fim, ndo foram identificadas

reacgoes de nitrosagdo durante as condigdes experimentais do procedimento extrativo.
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Figura 4— Resultados da segunda etapa de avaliacdo das técnicas de extragdo, com base na incerteza de medigdo, efeito de matriz, intensidade do sinal

analitico e limpeza do extrato final com base em valores médios.
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QuEChERS = Quick, easy, cheap, effective, rugged, and safe, SLE-LTP = extracdo solido-liquido com particdo a baixa temperatura, PLE = extra¢do por liquido
pressurizado, SPE = extracdo por fase solida, QUEChERS I = QI, QUEChERS II = QII, SPE I = CN; SPE Il = NH,, SPE III = SB, SPE IV = Strata-X, SPE V =RP-102,
and SPE VI = SiOH.

Fonte: Molognoni et al. (2019).
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Ao final, a otimizagdo do PLE empregando carvao ativado e terra diatomacea
demonstrou ser a melhor abordagem em relagdo a QUEChERS I e SLE-LTP, uma vez que
produziu extratos totalmente limpidos (baixo efeito de matriz) e alta sensibilidade de
resposta para todos os mensurandos (Figura 7, parte A). Ao considerar o valor global da
incerteza de medigao, QUEChERS I e PLE obtiveram resultados proximos, com valor
maior para PLE. Ao contrario, SLE-LTP apresentou elevadas fontes de incertezas
sistematicas, devido ao ganho de sinal na fonte ESI ocasionada pela matriz, ja que o
método apresenta baixa seletividade para extracdo dos concomitantes.

Por outro lado, o estudo das incertezas revelou diferentes perfis para QUEChERS
e PLE, de acordo com o principio e o procedimento analitico submetido. PLE apresentou
maiores fontes de incertezas relacionadas ao preparo da amostra, devido a propagagao de
incertezas relacionadas a procedimentos volumétricos extensos com instrumentos de
baixa legibilidade e precisdo (cafeteira). Além disso, por aplicar temperatura elevada (+
70 °C) no principio extrativo, flutuagdes de temperatura e viscosidade dos fluidos
propagaram incertezas relacionadas a massa e o volume do extrato final (Figura 7, parte
B). Em relagdo as incertezas sistematicas, ambas apresentaram valores abaixo de 20%.
Isso foi devido ao potencial dos métodos em remover a matriz dos extratos. Por outro
lado, QUEChERS I apresentou maior fonte de incerteza sistematica, que pode estar
relacionada aos reagentes empregados, uma vez que também apresentou extratos
limpidos. Mas por ser tratar de um método rapido e pratico, com procedimentos analiticos
reduzidos, as incertezas no preparo foram as menores em relacdo a todos os outros
métodos (Figura 7, parte B). Por fim, o efeito randomico no LC-MS/MS foram baixos e
semelhantes para QUEChERS e PLE (inferiores a 10%). SLP-LTP obteve os menores
efeitos (inferiores a 5%). Entretanto, o sinal analitico elevado na resposta, ocasionada por

incertezas sistematicas, subestimou essa avaliacao.
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Figura 5— Resultados da etapa final (otimiza¢do) das técnicas de extracdo, com base na
intensidade do sinal analitico e incerteza de medicao.
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u(w): incerteza padrdo combinada referente a procedimento de pesagem; u(V): incerteza padrdo combinada
referente a procedimentos volumétricos; u(ME): incerteza padrio referente aos efeitos sistematicos na fonte
de ionizagdo ESI; u(Sr): incerteza padrao referente aos efeitos aleatorios no sistema LC-MS/MS.

Fonte: Molognoni et al. (2019).

3.3 Abordagens de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas

A énalise quantitativa de moléculas pequenas por LC-MS/MS representa um
desafio analitico, uma vez que pode conferir sinal ruido intenso, baixa sensibilidade e
reprodutibilidade de fragmenta¢do dos ions e baixa retencdo em fases estacionarias.
Entretanto, nas ultimas décadas o aperfeicoamento das técnicas de ionizagao, separagao
cromatografica e espectrometro de massas proporcionam condi¢des fundamentais para o

desenvolvimento de métodos sensiveis e alta confiabilidade, tornando possivel analisar
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em pg moléculas abaixo de 100 Da. (TILLER; ROMANYSHYN; NEUE, 2003; WANG;
GIESE, 2017).

A otimizacdo dos parametros de fonte ESI e dos quadrupolos proporcionaram
sensibilidade e resolucdo adequada para analise do ENA e DNMP. A otimizagdo MRM
em modo positivo ndo obteve bons resultados para o ENA. Por outro lado, em modo
negativo o precursor 103,0 Da (Figura 4) obteve alta sensibilidade de resposta e
proporcionou produtos de quebra hemolitica adequadas para identificagdo e quantificacao
do composto por MS/MS (Figura 4). O fragmento mais intenso foi proporcionado pelo
anion NOy" com 46 Da, sendo utilizado para a quantificagio do ENA. O segundo
fragmento mais intenso foi o anion CNO™ com 42 Da. Esse fragmento foi utilizado para
identificar o composto nas matrizes de estudo através da razdo i6nica (Figura 4). Os dois
fragmentos apresentaram boa sensibilidade e resolucdo de resposta nos quadrupolos,
atingindo razdes superiores a 15%. A desprotonacdo da molécula foi fundamental para
atingir esses resultados. O uso de 70% de MeOH, 10 mM de acetato de amonio e 0,05%
acido acético demonstrou ser a melhor condi¢ao otimizada. Por outro lado, o DNMP
apresentou melhores resultados em modo positivo, com o precursor 172 Da e produtos de
fragmentacao como os ions 126 Da (perda de NO), 109 Da (perda de NO», CHz) € 62 Da
(perda de NO», NO», e CH3) (figura 3, parte B). Esses foram achados razodveis, uma vez
que a perda dos grupos nitro e metil do anel pirrol ja eram esperadas.

Na escolha do padrdo interno de estrutura similar o 3,5-DNB, I-MEI o NPYR-d4
demonstraram bons resultados, uma vez que nao apresentaram interferentes isobaricos,
obtiveram boa ionizacao e caracteristicas fisico-quimicas similares durante a retengdo em
fases estaciondrias. O melhore resultado em modo negativo foi para o 3,5- DNB, ao
utilizar o precursor 210 Da e produto de quebra de 166 Da (perda de NO2), com retengdo
de 4,5 minutos em fase reversa-C18 e para NPYR-d4 com o precursor 105 Da e fragmento
59 Da (perda de CsHs), com retengao 3.3 min em fase reversa-C18. Apesar do 3,5 DNB
apresentar um produto de fragmentacdo similar (NO2) ao ENA, o padrdo interno nao
simulou os analitos nos procedimentos de extracdo. Dessa forma, o NPYR-d4 foi
escolhido como o padrao interno, uma vez que melhor simulou o analito durante todo o
procedimento analitico, e apresenta propriedades fisico-quimicas semelhantes. O I-MEI
somente apresentou caracteristicas semelhantes ao DNMP, conforme proposto por

Molognoni et al. (2018b).



Tabela 2— Parametros otimizados no espectrometro de massas.
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Férmula Ton precursor (Da, Produtos de quebra DP EC
Composto
molecular m/z) (Da, m/z) (%) )
125,1 (Q); 67,0 (I); 109,0
2-metil-1,4-dinitro pirrol CsHsN3 171,9 0 61 17
1-metil imidazol C4HeN2 83,0 56,0 (Q) 25 10
Acido DL-pipicélico CsH11NO2 1300 66,9 (Q), 64,8 (D) 71 35
N-nitroso acido DL- 84,0 (Q) 56 21
o CeHioN 159,1
pipicolico 128,0 () 56 10
. 46,1 (Q); 42,0 (I); 41,2
Acido etilnitrolico C2H4N203 102,9 0 -50 -50
N-nitrosopirrolidina-d4 C4H4D4N20O 105,1 59,2 (Q) 86 50
Cloreto de 3,5-dinitro
C7H3CIN20s 210,9 166,9 (Q) -45 -14

benzeno

EC: energia de colisdo; DP: Potencial aplicado no capilar; Q: ion para quantificacdo; I: ion para

identificacdo.

Fonte: Molognoni et al. (2019).

De acordo com as figuras 8 e 9, diversas abordagens de cromatografia liquida foram

efetivas na separagdo dos analitos. Somente foi apresentado resultados em relagdo ao

ENA, uma vez que era o analito de maior dificuldade em anélises por cromatografia

liquida. Entretanto, algumas apresentaram melhores performances de intensidade de

sinal, reten¢do e reprodutibilidade analitica. Em modo HILIC, foi obtido o maior sinal

analitico, mas a baixa reten¢do do analito e um maior tempo de equilibrio para

restabelecer o equilibrio quimico da fase foram decisivos na avaliagdo negativa (maiores

desvios de repetitividade).
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Figura 6— Pardmetros de diferentes modos de cromatografia liquida para a analise do 4cido
nitrolico etilico (ENA): intensidade maxima do sinal (em cps), variabilidade aleatoria e tempo de
retengdo (em minutos) pelas fases estaciondrias.

LIQUID CHROMATOGRAPHY MODES
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Cyanopropyl RP-HPLC %_

Phenyl-Hexyl RP-HPLC | ‘
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1.6 min 1.4 min
| | 0.9 min
Phenyl-Hexyl Cyanopropyl Hypersil Gold ci8 C18 RP-HPLC C18 RP-HPLC
RP-HPLC RP-HPLC HiLic RP-UHPLC  (MP-MeOH) (MP-ACN)

Fonte: Molognoni et al. (2019).

A cromatografia liquida em fase reversa demonstrou melhores resultados em
relacio a HILIC, com maiores retengdes em C18 > fenil-hexil > cianopropil,
respectivamente. Proporcionalmente, ao empregar ultra eficiéncia em C18, os resultados
ndo foram considerados superiores ao modo HPLC. Encurtar o tempo total de corrida em
7 min ndo apresentou vantagens em relacdo ao uso da valvula de desvio. Os picos
cromatograficos nao apresentaram melhor resolucdo. Dessa forma, C18 em alta eficiéncia
foi adotada como o método cromatografico, ao demonstrar o segundo maior sinal

analitico e baixa variabilidade empregando MeOH como solvente de eluicao (figura 8).

3.4 Validacao analitica

Espécies quimicas de baixas massas molares sdo suscetiveis a transi¢des
interferentes em analises por LC-MS, como as provenientes de matrizes complexas como
carnes processadas. Apesar disso, a seletividade do método foi comprovada. A resolugao

cromatografica foi satisfatoria sem co-elui¢ao dos interferentes isobdaricos (II-1, 1I-2, 1I-3
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e II-4) (Figura 9). Além disso, o pico interferente II-1 pode ser desconsiderado para a
analise de rotina, devido ao uso da valvula de descarga durante os primeiros trés minutos
de cada corrida (Figura 8). Os outros interferentes produziram um sinal analitico
constante quando submetidos a um gradiente de concentragdo dos analitos durante o
processo de fortificacdo. Esta avaliagdo também foi eficaz para a analise de drogas
veterindrias em outros estudos cromatograficos com matrizes complexas, tais como
alimentos para animais (MOLOGNONI et al., 2018c). Além disso, os fragmentos
interferentes nao tinham o mesmo ion precursor dos analitos. Finalmente, os ensaios com
fase movel apenas demonstraram que todas as transicdes ndo eram suscetiveis a

contaminagdo cruzada, adotando um tempo de auto-equilibrio do sistema de 4 min.

Figura 7- Cromatograma dos analitos acido etilnitrélico (ENA), 2-metil-1,4-dinitro pirrol
(DNMP), do padrio interno N-nitrosopirrolidina-d4 (NPYR-d4) e dos interferentes isobaricos (II-

n).
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Fonte: Molognoni et al. (2019).

O método desenvolvido foi linear nas faixas de concentracdo consideradas para
este estudo (Tabela 3). Todos os coeficientes de regressao foram satisfatorios com valores
de R? > 0,98. Precisdo e recuperacdo do método também foram aceitaveis, produzindo
valores de CV menores que 20% e taxas de recuperacgdo entre 77 € 92%.

A capacidade de decisdo (CCa) e a capacidade de deteccdo (CCp) sdo pardmetros
definidos pela Decisdo 2002/657/CE da Comissdo para avaliar o desempenho do
procedimento analitico e para interpretar os seus resultados nos niveis de interesse 21.

Embora estas incertezas ndo possam ser considerado para toda a faixa analitica, sdao
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essenciais para a tomada de decisdo quando existem limites estabelecidos (CCa), ou no
caso de decisdes sobre resultados positivos (CCS). O erro a foi entre 3 e 16% e o erro
foi entre 5 e 25% para ENA e DNMP, respectivamente. Estes valores foram considerados

aceitaveis, considerando a legibilidade das medidas e faixas analiticas.

Tabela 3— Pardmetros dos critérios de desempenho do método.

Nivel de

. ~ Recuperacio Repe  Repro CC, CCy

i %) (CV%) V%) K gkgh)  (ugke?)
5,00 85,1 12,5 17,3

ENA 10,0 84,0 7,5 13,1 0,99 5,842 6,263
15,0 91,8 6,6 11,6
20,0 86,6 6,8 10,5

DNMP 40,0 77,3 7,0 10,8 0,99 20,68 21,02
60,0 83,2 4,8 8,6

Repe: repetitividade, Repro: reprodutibilidade, CV: coeficiente de variagdo, CCa: capacidade de deciséo e
CCp: capacidade de deteccdo.

Fonte: Molognoni et al. (2019).

3.5 Aplicabilidade do método

Quando o método foi submetido a diferentes amostras comerciais de carnes
processadas, um desempenho satisfatorio foi alcangado pelo método desenvolvido. Tanto
a precisdo quanto a recuperacdo foram aceitdveis, uma vez que a variabilidade foi
inferiores a 22% e as taxas de recuperagao entre 70 e 110%. Como mostrado na figura 8,
ao comparar a calibragdo adotada usando mortadela branca, o efeito matriz na fonte de
ioniza¢do produziu diferentes perfis, variando com os produtos carneos analisados por
adicao padrdo. No entanto, foram observadas diferencas significativas entre os resultados
de ENA e DNMP para as matrizes V (peperoni), U (salame 1) e Q (salame 2), quando as
duas abordagens de calibragdo foram consideradas (Figura 10). Para DNMP, diferengas
significativas (P < 0,05%) também foram observadas nos resultados da amostra D
(hamburguer). Assim, nao € possivel usar um unico tipo de amostra para representar todas
as matrizes deste estudo. Amostras submetidas a protedlise microbiana (devido a
fermentagdo da carne) e formulagdes com temperos, como salames, peperoni e

hamburguer, apresentaram diferentes perfis no procedimento analitico.
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Figura 8— Comparagdo dos modelos de calibragdo (em matriz branca e por adi¢do de padraol)
realizados para a quantificacdo do acido etilnitrolico (ENA) e do 2-metil-1,4-dinitro-pirrol
(DNMP) com as amostras de mortadela branca (Ref) produzidas in house, peperoni (V), salame
1 (U), salame 2 (Q), presunto cozido (G), hamburguer (D), nuggets de frango (F), mortadela de
frango (A), salsicha (B), calabresa (E) e paté carneo (Y). fons de fragmentagdo: ENA 1 = 46,0
Da, ENA 2 =43,0 Da, ENA 3 =41,0 Da, DNMP 1 = 126,0 Da, DNMP 2 =110,0 Da, DNMP 3 =
126,0 Da.
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Fonte: Molognoni et al. (2019).
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3.6 Erros e incertezas do método

Os resultados das incertezas padrao de saida u(yi) e os erros analiticos (a e ) sao
apresentados na figura 11. A maior fonte (24%) de incerteza obtida experimentalmente
foi relacionada a precisao em termos de reprodutibilidade interna u(R&R). A incerteza
devido a recuperacgdo u(bias) foi a segunda maior fonte de incerteza com 18%. Embora
os coeficientes de variacdo e as taxas de recuperagdes tenham sido satisfatorias, a
variabilidade dos parametros foi responsavel por incertezas aleatdrias expressivas. A
incerteza padrdo devido a inclinagdo das curvas analiticas u(a) também demonstrou
contribuicdo de 15% na incerteza global. Isso foi devido a reprodutibilidade das curvas
analiticas matriciais. Entre as incertezas dos sinais analiticos, a area de analito u(Aanalito)
representou 0,2% das contribui¢des de incerteza, contra apenas 0,07% devido do padrao
interno u(Ap). Isto deu-se a menor pureza do DNMP em relagdo ao padrao interno
comercial com 98% de pureza, que sdo consideradas pela modelagem matematica como
incertezas provenientes da impureza. No entanto, ambas as fontes foram insignificantes
em relagdo as outras incertezas. Por outro lado, as incertezas herdadas foram
insignificantes em relacdo as incertezas advindas de erros experimentais. A maior
contribuicao (0,8%) foi relacionada ao volume de diluicao do extrato u(V), que combina
incertezas, erros € dados de desempenho herdados de instrumentos volumétricos. No
entanto, como mostrado neste estudo, as incertezas obtidas experimentalmente parecem
ser um bom estimador da incerteza global, uma vez que as incertezas herdadas parecem
ser insignificantes ao serem comparadas as incertezas provenientes de equipamentos €
analistas (MOLOGNONI et al., 2019).

O erro P foi utilizado com sucesso para aumentar a confiabilidade dos resultados
positivos. Amostras que apresentaram resultados acima de seus respectivos valores de
CCp foram consideradas positivas. Os valores em% dos erros foram semelhantes as
fontes de incertezas u(R&R), u(bias) e u(b), uma vez que os mesmos dados sdo
considerados para o calculo. Por outro lado, os erros consideram um maior coeficiente de
abrangéncia em relacdo a incerteza expandida, uma vez que decisdes devem ser tomadas
em concentragdes do mensurando onde uma incerteza maior € propagada. Isto €
demonstrado pela figura 11, onde as fontes de erros aleatorios aumentam com a
diminui¢do da concentragdo do mensurando considerando um numero limitado de

medidas. Finalmente, a incerteza padrao expandida foi de 33%.
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Figura 9— Contribuig¢des das incertezas padrio de saida e dos erros no modelo de medigdo global

/

IS area u(AlS)

Linear coefficient u(b)
Angular coefficient u(a)
Recovery u(bias)
Analyte area u(A)
Precision u(R&R)
Volume u(V)
IS standard u(IS)
variability in 1.0 MRPL
variability in 1.5 MRPL
variability in 2.0 MRPL
variability in 1.0 MRPL
variability in 1.5 MRPL
variability in 2.0 MRPL

Type A

Type B CCa CCp

Erros a e B: obtidos pela adi¢do dos analitos em 0,5; 1,0 e 1,5 vezes o limite minimo de desempenho
requerido (MRPL) em pg kg'!. Todas as incertezas foram calculadas com valores médios do mensurando
em 15 pg kg'! e expressos em incerteza padrio expandida relativa (U%) com uma probabilidade de 95% de
acerto (k = 2,00). Tipo A - Método de avaliagdo da incerteza pela analise estatistica de séries de
observagdes; Tipo B - Método de avaliagdo da incerteza por outros meios que ndo a analise estatistica de
séries de observagdo.

Fonte: Molognoni et al. (2019).

3.7 Resultados das amostras

Das 70 amostras analisadas dos diferentes produtos carneos, 29 amostras
continham os trés conservantes NIT, NAT e SOR. Em cinco delas, com valores acima do
méximo permitido para nitrito de 150 mg kg™! (BRASIL, 2006). Além disso, 18 amostras
estavam com a adi¢do irregular de sorbato, uma vez que este conservante ¢ proibido em
categorias de embutidos carneos cozidos como salsichas, calabresas, mortadelas, entre
outras. Amostras de bacon e salsicha produziram as maiores concentragdes de DNMP
com 68 + 3 e 50 = 3 pg kg, respectivamente. Duas amostras apresentaram resultados
positivos para o ENA em paté de frango e mortadela, com valores superiores ao CCf
(6,263 pg kg!', k = 3,00). A amostra de referéncia de mortadela utilizada para o
desenvolvimento do procedimento de extragdo produziu resultados de 17 + 3 pg kg e
48,9 + 8 ug kg! de ENA e DNMP, respectivamente. Em resumo, 8 amostras das 70

analidas apresentaram resultados positivos de ENA ¢ DNMP.
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4 CONCLUSAO

Os compostos mutagénicos ENA e DNMP foram sintetizados e caracterizadas
com sucesso, permitindo o desenvolvimento e validacdo do método analitico. O melhor
procedimento de extrag¢ao foi o d-SPE, devido a sua praticidade e bom desempenho para
a analise de ENA e DNMP em produtos carneos. A validacdo do método gerou resultados
satisfatorios, considerando os critérios de desempenho e aplicabilidade, permitindo a
quantificacdo em pg kg! de espécies quimicas em amostras complexas. A inovagio
quimica produziu resultados de extrema importancia que podem auxiliar em futuros
estudos relacionados a formacdo de compostos carcinogénicos em fungdo do
processamento de carnes e do uso de aditivos. Compreender a formacao desses
carcinogénicos com o auxilio de ferramentas analiticas de alta confiabilidade metroldgica
pode apoiar melhor a avaliacdo de risco para o aumento da incidéncia de canceres

relacionados a fatores ambientais como a dieta.
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CAPITULO IV - BIOTRANSFORMACAO MICROBIANA DE COMPOSTOS
MUTAGENICOS TIPO N-NITRO, C-NITRO E C-NITROSO EM PRODUTOS
CARNEOS POR LACTOBACILLUS DELBRUECKII SUBSP. BULGARICUS
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APRESENTACAO DO CAPITULO

Ao longo deste projeto de tese de doutorado foram desenvolvidas e/ou
reproduzidas da literatura diferentes abordagens de sintese organica, quantificagdo de
espécies quimicas, modelos estatisticos descritivos € processamento tecnoldgico de
carnes visando a concretizacdo deste capitulo. Dessa forma, o capitulo IV descreve o
estado da arte desta tese, representando a principal probleméatica e uma proposta para a
remedicdo do problema. Nesse caso, o efeito desmutagénico provido por bactérias acido
latica (L. bulgaricuis) através de um tratamento desenvolvido pods processamento
(processo fermentativo) sobre o acido etilnitrélico (ENA) e 2-metil-1,4-dinitro pirrol
(DNMP) foi investigado.

Pela primeira vez na literatura sao demonstrados detalhes sobre a formagao e
degradacdo do ENA e DNMP em condi¢des reais de processamento de carnes. Esse

estudo foi publicado no periddico Food and Chemical Toxicology.
Artigo publicado:
MOLOGNONI, L. et al. Microbial biotransformation of N-nitro-, C-nitro-, and C-nitrous-

type mutagens by Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus in meat products. Food and

Chemical Toxicology, 110964, 2019. Do1:10.1016/5.fct.2019.110964.
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RESUMO

Recentemente, as carnes processadas foram classificadas como cancerigenas para os seres
humanos. No entanto, ainda faltam informagdes sobre os agentes responsaveis ¢ a
influéncia do processamento industrial no aumento do risco de cancer. Este estudo teve
como objetivo utilizar culturas de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus LB-UFSC
01 para biodegradar compostos nocivos tipo C-nitrosos, N-nitro ¢ C-nitro presentes em
matriz carnea processada. Primeiramente, resultados positivos para o acido etilnitrolico
(ENA) (> 5,00 ng kg™ e 2-metil-1,4-dinitropirrol (DNMP) (> 12,0 ug kg™") foram obtidos
em mortadelas produzidas sob diferentes condi¢des experimentais empregando
conservantes e¢ antioxidantes. Mortadelas contendo propor¢do de 8:1 (m/m) de nitrito e
sorbato, respectivamente forneceram as maiores concentragdes. No entanto, o tratamento
desenvolvido empregando culturas LB-UFSC 01, foi capaz de modular os compostos
nocivos presentes na mortadela. Varios métodos LC-MS e modelos estatisticos foram
empregados na identificacdo dos metabolitos e rotas reacionais durante a
biotransformac¢ao microbiana. Pela primeira vez, um estudo apresentou informagoes
relevantes a respeito da formacdo e degradagdo do ENA ¢ DNMP em modelo carneo
processado simulando condigdes reais.

Palavras-chave: Cancer. 2-metil-1,4-dinitro pirrol. Acido etilnitrolico. Conservantes de

alimentos. Controle de alimentos. Cultura microbiana starter.
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ABSTRACT

Cancer is a multifactorial disease feared by the world population. Recently, processed
meats have been classified as carcinogenic to humans. However, information about the
responsible agents and the influence of industrial processing on the increased risk of
cancer is still lacking. In this study, fermentative processes were able to biodegrade the
ethyl nitrolic acid (ENA) and the 2-methyl-1,4-dinitropyrrole (DNMP), mutagenic
compounds produced by reactions between preservatives in thermally processed meat
products. Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus LB-UFSC 001 used nitroreductase
and NHase enzymes to eliminate the potential mutagenic capacity of the compounds. For
the first time, a study on the formation and biodegradation of ENA and DNMP under real
meat processing conditions was reported. New research into carcinogens in processed
meats may help scientists better understand the risk ratings attributed to the consumption
of these foodstuffs. The main uncertainties of the study were raised for clarity of
information.

Keywords: Carcinogénese. 2-methyl-1,4-dinitropyrrol. Ethylnitrolic acid. Food

preservatives. Food safety. Microbial starters.
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1 INTRODUCAO

A fermentagdo promove alteragdes sensoriais, reacdes bioquimicas e
bacterioldgicas que resultam em melhorias do sabor e aceitacao comercial dos produtos
carneos. Ha séculos ¢ uma forma reconhecida de evitar a multiplicagdo de micro-
organismos em alimentos, mesmo sem o emprego de conservantes. Culturas iniciadoras
(starters), como as bactérias acido laticas (BAL), sdo usadas para viabilizar a fermentacgao
controlada através do indcuo direto a massa carnea e conferir ao produto caracteristicas
peculiares de singularidade e qualidade (DE DEA LINDNER, 2017). Lactobacillus
bulgaricus, demonstra grandes feitos tecnoldgicos na produgdo de alimentos e efeitos
nutracéuticos. A prevencdo de doencas inflamatérias do intestino através dos efeitos
probidticos do Lactobacillus bulgaricus foram comprovados (NAGAI et al., 2011;
BASSAGANYA-RIERA et al., 2012; KANO et al., 2013).

Por outro lado, o conservante nitrito na forma de sais a base de sdédio (NaNO-) ou
potassio (KNO») atua como um aditivo alimentar multifuncional em carnes processadas,
atribuindo caracteristicas sensoriais especificas, retardando reacdes cataliticas, e
conferindo propriedades antimicrobianas (WOJCIAK; KARWOWSKA;
DOLATOWSKI, 2014; FENG et al.,, 2016). No entanto, o emprego do nitrito no
processamento de carnes tem sido relacionado, sob determinadas condig¢des, a formagao
de compostos nocivos a saide humana. A formagao de compostos carcinogénicos do tipo
N-nitroso (nitrosaminas) estd entre os mais citados (HERRMANN et al., 2015,
HERRMANN; GRANBY; DUEDAHL-OLESEN, 2015; HERRAIZ; GALISTEO,
2018). Dessa forma, visando manter as caracteristicas marcantes do nitrito em carnes
curadas e reduzir seu potencial nitrosante, o uso em menores concentracdes aliado a
outros conservantes foi estudado no passado. Quando o nitrito de sodio foi utilizado junto
ao sorbato de potassio, a vida de prateleira dos produtos carneos aumentou, bem como a
capacidade de inibicdo ao Clostridium botulinum (SOFOS; BUSTA; ALLEN, 1979;
SOFOS, 1985; ZAMORA; ZARITZKY, 1987). Entretanto, a interagdo entre os
conservantes gerou compostos do tipo N-nitro, C-nitro e C-nitroso. De fato, evidéncias
da formag¢ao do acido etilnitrolico (ENA) e do 2-metil-1,4-dinitro pirrol (DNMP), com
propriedades mutagénicas em testes bacterianos, foram reveladas (KITO; NAMIKI;

TSUIJL 1978; NAMIKI et al., 1980; PEREZ-PRIOR et al., 2009).
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O cancer ¢ uma das doencas mais temidas pela populacao mundial. De fato, apods
as doengas cardiovasculares, ¢ a principal causa de morte humana na atualidade. Por
envolver fatores genéticos e ambientais, tem sido considerado uma doenga multifatorial.
Foi demonstrado, através de meta analise que o consumo regular de produtos carneos
aumenta o risco de exposi¢do a compostos com potencial carcinogeno (IARC, 2015). No
entanto, existem poucos estudos a respeito dos compostos toxicos formados na interagdo
entre conservantes e processamento de carneos. Pouco se sabe a respeito da formagao do
ENA e DNMP em condigdes reais do processamento de carnes (EFSA, 2015).

Os ultimos estudos disponiveis demonstram que os mecanismos de alquilagao do
ENA em bases nitrogenadas como as do DNA sdo relacionados aos produtos de
decomposicdo da molécula em nitrilas. DNMP demonstrou um grau incomum de
reatividade em relagdo a outros tipos de pirrdis sem o grupo C-nitro no anel (PEREZ-
PRIOR et al., 2009; PEREZ-PRIOR et al., 2010). A formagao do grupo C-nitro conjugado
desses compostos formados entre reagdes do sorbato de potassio e nitrito de sdédio sob
processamento térmico demonstra ser o responsavel pela mutagenicidade em cepas TA98
e TA100 de Salmonella typhimurium e em Rec-Assay utilizando Bacillus subtilis, com
ou sem ativacdo metabolica (NAMIKI; KADA, 1975; HANSEN; TANNENBAUM;
ARCHER, 1981).

Em 2015, a International Agency for Research on Cancer (IARC), classificou o
consumo de carnes processadas como carcinogénico para humanos (grupo 1), devido em
partes, ao risco aumentado de desenvolver carcinomas no sistema gastrointestinal de
humanos (IARC, 2015). Entretanto, ainda existem muitas lacunas sobre os compostos
responsaveis € a influéncia do processamento industrial sobre esses carcindgenos
(DOMINGO; NADAL, 2017). Processos fermentativos s3o capazes de modular
mutagénicos quimicos em alimentos. Apesar deste processo possuir rotas complexas e
ainda ndo totalmente elucidadas, adsorcdo a parede celular de micro-organismos
(HASKARD; BINNION; AHOKAS, 2000) e reagoes enzimaticas (DE OLIVEIRA;
BONATTO; HENRIQUES, 2010) s3o as mais descritas. DNMP e ENA foram
submetidos em reacdes in vitro com bactérias entéricas e componentes alimentares.
Nitrorredutases, acidos organicos (antioxidantes) e aminoacidos demonstram influéncia
na formagdo e estabilidade dos compostos in vitro (KITO; NAMIKI; TSUJI, 1978;
NAMIKI et al., 1981; BINSTOK et al., 1998). A redugdo do grupo conjugado C-nitro do

DNMP em C-amino, gerou resultados negativos de mutagenicidade em testes Ames and
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rec-Assay (SHU et al., 1991). Por outro lado, apesar de poucas evidéncias em relacao ao
ENA, foi demonstrada maior estabilidade frente ao efeito de antioxidantes e outros
componentes alimentares (BINSTOK et al., 1998). No entanto, ainda ndo estdo
disponiveis na literatura estudos relacionados ao efeito de culturas starters utilizadas na
fermentacgao de alimentos sobre os efeitos no ENA e DNMP em produtos carneos. Apesar
disso, estudos recentes revelam que, em determinadas localidades, os compostos podem
representar um risco real aos consumidores, com evidéncias claras da quantificacdo dos
contaminantes em produtos carneos submetidos ao uso inadequado de conservantes
(MOLOGNONI et al., 2018a).

A hipdtese deste estudo reside no fato de que as culturas starters utilizadas na
fermentagdo de alimentos podem também modular a formacdo de compostos
carcinogénicos em carnes processadas. Além disso, estudar a formagdo de possiveis
carcindgenos pode ajudar a ciéncia a melhor compreender as classificacdes de risco
atribuidas ao consumo de produtos carneos. Dessa forma, este estudo teve por objetivo
utilizar culturas selvagens de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus para
biodegradar os mutagénicos ENA e DNMP in vitro e em modelo carneo processado em
diferentes condigdes experimentais. Um estudo analitico sobre a formacao e estabilidade

dos compostos de degradagdo gerados do tipo N-nitro, C-nitro e C-nitroso foi realizado.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Reagentes e padroes analiticos

Toda a 4gua utilizada foi ultrapura produzida pelo sistema de purificacao Milli-Q
(Franga). Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico e os solventes de grau
cromatografico. Tampao de acido sulfonico zwiterionico (HEPES), MRS (de man,
rogosa and sharpe) foram todos fornecidos por Merck KGaA (Alemanha). Padrdes de
nitrito de sédio, nitrato de sodio, tiocianato de potassio, sorbato de potassio, acido
ascorbico, acido acetohidroxamico, cloreto de 3,5-dinitro benzeno (3,5-DNB) e 1-metil
imidazol (1-MEI) foram todos fornecidos por Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Alemanha).
N-nitrosopirrolidina deuterada (NPYR-d4) foi fornecido por CDN Iso-topes (Canada).

ENA e DNMP foram obtidos de acordo com Kito, Namiki e Tsuji (1978) e Namiki
et al. (1981). O I-nitro-2-metil-3-amino pirrol (NMAP) foi obtido através do método



137

descrito por Osawa et al. (1986). Dados analiticos sobre a caracterizacdo dos compostos
sdo descritos no capitulo III e no material suplementar desta tese.

As solugdes-estoque (1000 mg L) de cada composto foram preparadas pesando-
se 10 mg de cada analito que foram dissolvidos de acordo com as orientagcdes do
fabricante em baldes de 10 mL. ENA, DNMP e NMAP foram dissolvidos em
dimetilsulféxido (DMSO). A solugdo de trabalho (1 mg L) foi preparada diluindo-se
aliquotas das solucdes estoques em DMSO. As solugdes de padrio interno 3,5 DNB, 1-

MEI e NPYR-d4 foram preparadas em metanol na concentragio de 10 mg L.

2.2 Micro-organismos

O L. bulgaricus LB-UFSC 001 foi utilizado para biodegradar DNMP e ENA em
processo fermentativo in vitro e em produto carneo. A cepa foi fornecida pelo Laboratorio
de Bioprocessos da Universidade Federal de Santa Catarina (LB-UFSC). A cultura foi
conservada em MRS com 20% (m/v) de glicerol a -80 °C.

2.3 Producao das amostras

Amostras de mortadela foram preparadas em uma planta piloto sob diferentes
condi¢cdes de processamento, visando favorecer a formagdao de ENA e DNMP de acordo
com dados disponiveis na literatura, mudando propor¢do de ingredientes, pH e
antioxidantes (KITO; NAMIKI; TSUIJI, 1978; NAMIKI et al., 1981; Hartman 1983;
BINSTOK et al., 1998; MOLOGNONI et al., 2018b). No total foram preparadas quatro
bateladas de 300 g de produto. Ao final de cada batelada, foram retiradas trés aliquotas
de emulsdo carnea de aproximadamente 50 g. As amostras foram embaladas a vacuo em
embalagens nylon/polietileno e tratadas termicamente a 60 = 2 °C. Ao final do processo
foram estocadas a -80 °C até as analises. Carne mecanicamente separada de aves foi
utilizada como matéria-prima (60%). O pH das amostras foi ajustado préximo a 5,0 com
adicdo gradativa de 0,05% de glucona-delta-lactona (GDL) (Kraki, Brasil). A
porcentagem total necessaria de GDL foi de 1,5%. O fluxograma apresentado na figura

2, descreve em detalhes os processamentos em escala piloto.
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Figura 1- Fluxograma das principais etapas do processamento utilizados na elaboracdo do
produto carneo tipo mortadela.

Step 1: Grinding and homogenization of meat matrix

Mechanically deboned
poultry (60% w/w) and =4
pork (26% w/w)

Sodium chloride (3,5%), texturized 5oy Step 2: Addition (w/w) of the first ingredients

protein (3.5%), cassava starch (5%)

sucrose (0.6%), and sodium = 3
pyrophosphate (0.3% w/w) @ SRR ﬁ

Step 3: Addition of preservatives and antioxidant in
different proportions

! ! Step 3.1: Addition of the preservatives
Proportion of 2:1 (g/g) Proportion of 8:1 (g/g)
sodium nitrite (0.3%) sodium nitrite (0.3%)
and potassium sorbate and potassium sorbato
(0.2%), respectively (0.004%), respectively
No addition of sodium Addition of 0.1%
erythorbate sodium erythorbate
l 1 [ l Step 4: Four batches of the product (300 g) were
prepared in different combinations on step 3

[Pmcessiﬂg] Processing Processing [Processing]

batch batch batch batch A: Addition in 2:1 (g/g) and no addition of antioxidant.

A [ B ] { C ] D B: Addition in 2:1 (g/g) and addition of antioxidant.

l 1 [ 1 C: Addition in 8:1 (g/g) and no addition of antioxidant.
D: Addition in 8:1 (g/g) and no addition of antioxidant.

Step 6: Emulsion pH adjusted with GDL

B

Setting the pH of
the emulsion to
5.0+0.1
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i

BoLasy

1
0001020304050607080910
Reagent (scbirasy vaits)

Step 7: Thermal processing

Packing and vacuum sealing
(nylon/polyethylene) —
Cooking in water bath 60 £ 5 B
°C for 2 hours e

Fonte: Proprio autor.

2.4 Instrumentacao analitica

No estudo foram utilizados um sistema de cromatografia liquida com detecc¢ao por
UV-VIS Alliance 2795 Waters Corporation (EUA), um espectrometro de ressonancia
magnética nuclear (RMN) Avance 200 Bruker GmbH (Alemanha), espectrometro de

massa triploquadrupolo linear hibrido com dispositivo de armadilha de ions QqLIT-
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ESI/MS/MS, equipado com fonte por eletrospray (Sciex, EUA), acoplado ao
cromatografo liquido Infinity 1290 Agilent (Alemanha). Uma eletroforese capilar por
zona com deteccdo por arranjo de diodos Agilent CE 7100 (Alemanhd) também foi
empregada. Fases estacionarias de di-isopropil-3-aminopropil (Zorbax column 150 mm
x 4,6 mm i.d., 5 um), fenil-hexil (Zorbax column 50 mm x 4,6 mm i.d., 3,5 um), Cig
(Zorbax column 150 mm x 3,5 mm i.d., 3,5 um) marcas Agilent Technology (EUA) e Ci3
(Venusil XPB, 150 mm x 4,6 mm id., 5 um particle size) marca Bonna-Agela

Technologies Inc. (EUA) foram utilizadas.

2.5 Abordagens analiticas experimentais

De acordo com a tabela 1, podem-se observar em detalhes todas as abordagens
analiticas executadas no estudo. Por outro lado, um tunico método de extragcdo foi
desenvolvido para as andlises por LC-QqLIT-ESI/MS/MS. Extracdo com fase sélida
dispersiva (d-SPE) foi realizada como segue: 2,0 £ 0.1 g de amostras foi pesada
diretamente em tubos de polipropileno 50 mL. Foram adicionados 10 mL de solucdo de
extragdo contendo 90% acetonitrila (ACN) acidificada com 0,1% acido formico. Foi
adicionado padrao interno conforme a tabela 1 e seguido a agitagdo orbital vigorosa por
20 min. Logo apos, os tubos foram centrifugados a 3488 g durante 10 mina 4+ 1 °C. O
sobrenadante foi transferido para tubo de polipropileno de 15 mL. Foram adicionados 200
mg de sulfato de magnésio e 100 mg de carvao ativado. Foram agitados em vortex e
depois submetidos a -30 £ 10 °C por uma hora. Ao final do tempo, foram centrifugados
a 3488 g durante 10 min a 4 + 1 °C. Todo o contetido foi transferido para tubo de
polipropileno (50 mL) e completamente seco sob fluxo de nitrogénio a 25 + 5 °C. Os
extratos foram ressuspensos com 0,60 mL de solugdo metanol a 70% (v/v) e 0,1% (v/v)
acido formico.

Para as andlises dos ions nitrito e nitrato por eletroforese capilar de zona, um
extracdo aquosa foi realizada de acordo com os procedimentos descritos por Della Betta
et al. (2016).

As amostras submetidas ao estudo in vitro contendo somente HEPES, biomassa e

mutagénicos foram diretamente filtradas utilizando PTFE 0,22 pum.
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Tabela 1 — Abordagens analiticas utilizadas durante o estudo sobre a biodegradacao do 2-metil-1,4-dinitro pirrol (DNMP) e &cido etilnitrolico (ENA) por

cepas selvagens de L. bulgaricus.

Mensurando
(Faixa de trabalho)

Instrumentacio
analitica

Método de separacio

Abordagem para
identificacido/ quantificacio

Critério de aceitabilidade

Referéncia

2-metil-1,4-dinitro pirrol,
1-nitro-2-metil-3-amino
pirrol, 2-metil-1H-pirrol,
3-amino pirrol e 1-H-
pirrol
(10 -500 pg kg™

Acido etilnitrolico (ENA),
oxido de acetonitrila
(ACNO), acido
acetohidroxamico (ACH),
e acetamida (ACD)
(0,5 1000 pg kg™

Acido sorbico
(0,025 — 1000 mg kg™

fons nitrito e nitrato
5,0 — 450 mg kg!

LC-QqLIT-
ESI/MS/MS

LC-QqLIT-
ESI/MS/MS

LC-ESI/MS/MS

CZE-DAD

Cromatografia liquida
com fase estacionaria di-
isopropil-3-amino propil e
fases moveis A-
acetonitrila e B- 0,1%
acido foérmico

Cromatografia liquida
com fase estacionaria
fenil-hexil e fases moveis
A- metanol e B- 0,1%
acido formico

Cromatografia liquida
com fase estacionaria di-
isopropil-3-amino propil e
fases moveis A-
acetonitrila e B- 0,1%
acido formico

Capilar de silica
dimensoes: 48,5 cm x 8,5
cmx 75 pm.
Comprimento de onda 210
nm. Inje¢do da amostra -
50 mbar 3s™'; Voltagem 20
kV;

Identificacdo: Monitoramento
multiplo de reacdes utilizando
scheduled e aquisi¢ao
dependente de informagao e
enhenced produtc ion
(Scheduled — MRM- IDA —
EPI)
Quantificagdo: Calibragio
interna com 1-metil imidazol.

Identificagdo: Scheduled-
MRM - IDA - EPL
Quantificagdo: Calibragio
interna com N-
nitropirrolidina.

Identifica¢do: MRM.
Quantificagdo: Calibragdo
interna com cloreto de 3,5-

dinitro benzeno.

Identificag¢do: Tempo de
migragdo utilizando
padronizagdo interna.
Quantificagdo: Calibragdo
interna com tiocianato de
potassio.

Incerteza de medigao
inferior a 41% para valores
entre 10 - 100 pgkg' e
32% para superiores a 100
ug kg'!. Razio entre os ions
de fragmentagdo > 10%

Incerteza de medicdo
inferior a 41%.

Incerteza de medicao
inferior a 25%.

Incerteza de medigao
inferior a 32%.

2Adaptacado de
Molognoni et al.
(2018b).

Desenvolvimento
in house

Molognoni et al.
(2018a).

Della Betta et al.
(2016).

® Adaptado com a inclusdo de novos analitos.

Fonte: Proprio autor.
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2.6 Identificacao de metabdlitos e marcadores reacionais

A identificacdo dos metabolitos e outros marcadores foi realizada com base em
dados prévios da literatura a respeito da degradacao do ENA e do DNMP por reagdes
quimicas (PEREZ-PRIOR et al., 2009) e enzimaticas (SHU et al., 1991). Entretanto, as
medidas foram adaptadas a uma maior especificidade e sensibilidade utilizando medidas
por LC-QqLIT-ESI/MS/MS. No desenvolvimento dos métodos foram utilizadas
substancias isoladas de ENA, DNMP, acido acetohidroxamico (ACH), 2-metil-3-amino-
I-nitropirrol (NMAP), nitrito (NO2") e nitrato (NO3"). Por outro lado, para obter respostas
para 6xido de acetonitrila (ACNO) e 2-metil-1H-pirrol (MPYR), foi utilizado modelos de
correlagcdo candnica empregando experimentos com gradiente de concentragdo dos
substratos, ENA, DNMP e processos fermentativos na faixa de 5 a 5000 pg kg™!. A razio
das derivadas calculadas nos modelos de regressdes (1): eixo x1 (ug kg! do ENA e
DNMP) versus eixo yl (4rea em cps do ENA e DNMP) e (2) eixo x2 (ug kg ENA e
DNMP) versus eixo y2 (area em cps do ACNO e MPYR) foram realizadas utilizando
pureza do pico e linearizacdo da fungdo. Para isso, ferramentas do sistema QqLIT-
ESI/MS/MS foram utilizadas para o monitoramento multiplo de reagcdo em triplo
quadrupolo, janela de tempo para scan (Scheduled) e aquisi¢ao dependente de informagao
através de experimentos utilizando dispositivo Qtrap e softwares Analyst e MultiQuant

Sciex (EUA).

2.7 Incubacgao do L. bulgaricus com compostos mutagénicos

A metodologia descrita por Shu et al. (1991), foi utilizada ap6s adaptagdes. As
culturas de L. bulgaricus foram reativadas por uma noite e centrifugadas a 3800 g por 10
min sob refrigeracdo a 4 °C. A biomassa foi lavada com 10 mL de solugdo tampao de
HEPES 0,1 mol L' (pH 7,6) em frascos de vidro. A densidade celular foi definida em
(10% células mL!) e avaliada por analise turbidimétrica utilizando um espectrofotometro
fornecido pela Thermo Fisher Scientific Inc. (EUA) em 600 nm. Cada cultura foi
ressuspensa em um volume final de 1 mL de HEPES para indculo. As reagdes in vitro
ocorreram em tubos de polipropileno de 1,5 mL com os compostos presentes na faixa de
5a 500 pg L' (juntos e separados), utilizando células viaveis e lisadas. Controles em
branco e de resultados falsos positivos foram realizados. Para o estudo no produto carneo,

procedimentos semelhantes foram realizados. Utilizando 2,0 + 0,1 g amostra em tubo de
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polipropileno 50 mL, foi adicionado 1 mL de in6cuo e homogeneizado em agitador de
tubos até formagdo de uma pasta. O estudo foi realizado com e sem a fortificagdo dos
compostos submetidos a fermentacao.

Por fim, todos os tubos foram incubados a 37 + 1 °C. A rea¢ao foi cessada em
ultra freezer e submetidas a diferentes abordagens quimicas como descreve o item 2.3.
Estudos univariados de cinética foram aplicados ao L. bulgaricus, aplicando varidveis
como tempo de fermentacao (0 a 24 horas) e gradiente de concentragdo dos mutagénicos

(525000 ug L.

2.8 Critério de aceitabilidade das medidas e modelos estatisticos

Os métodos analiticos empregados neste estudo (reproduzidos da literatura e/ou
desenvolvidos in house) foram submetidos a critérios de desempenho ¢ a estimativas das
suas incertezas.

A seletividade foi verificada pela andlise de solventes, brancos analiticos e
amostras processadas quanto as interferéncias isobdricas, picos concomitantes
proveniente de matrizes e contaminagdes do sistema entre as corridas. Considerou-se
seletivo o processo de medigdo que ndo apresentou picos interferentes em torno dos
tempos de retencao dos analitos, ao se comparar cromatogramas obtidos antes e depois a
fortificagao dos analitos.

As curvas analiticas utilizadas para a quantificagdo e/ou identificagdo dos analitos
foram preparadas utilizando padronizag¢do interna e com no minimo seis niveis de
concentracdo (incluindo zero), preparadas em triplicatas independentes. Relacdes
funcionais ponderadas entre sinais analiticos e parametros (concentragdo, tempo, cps,
entre outros) foram utilizadas para interpolacdo dos valores. O critério de aceitagao desses
modelos foi através do coeficiente de regressdo médio (R?) > 0,950.

Para os modelos preditos de substrato versus metabolito utilizados no item 2.6, foi
realizada a linearizagdo com posterior andlise de regressao linear simples, apos testes de
normalidade (teste Anderson-Darling) e homodasticidade (teste Bartlett) ambos com 95%
de probabilidade. Os efeitos randomicos referentes as instrumentagdes e aos processos
analiticos foram obtidos através de variancias propagadas sem outliers (Dixon test) e teste
de variancia (ANOVA fator Unico), todos a 95% de probabilidade de acerto. Variaveis

como tempo, equipamentos, estabilidade dos extratos, analistas e analitos foram
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considerados nos calculos. A tolerancia referente a dispersao dos resultados, foi descrita
na tabela 1, de acordo com a faixa do mensurando, técnica analitica e composto quimico.

A estimativa da incerteza de medi¢ao obtida para cada parametro do estudo foi
calculada empregando modelagem matematica com expansao de séries de Taylor em
primeira ordem. Todas as varidncias e covariancias (experimentais ¢ herdadas) foram
propagadas apo6s a conversdo em incertezas padrao (68% de probabilidade), utilizando
distribuigdes simétricas e de t-Student. A abrangéncia final de acerto do pardmetro foi
calculada expandindo a incerteza padrdo combinada com coeficientes de abrangéncia
(95%).

Testes estatisticos exploratorios e confirmatdrios foram empregados durante os
estudos sobre os processamentos carneos. Test-t (presumindo variancias equivalentes —
95%) e Kolmogorov-Smirnov (95%) foram utilizados para comparacao de valores médios
sem considerar a incerteza do resultado e dependendo da densidade da distribui¢do. Por
outro lado, o erro normalizado (En) foi utilizado para a comparacdo dos resultados
utilizando suas incertezas com 95% de probabilidade de acerto.

Detalhes do modelo matematico utilizado nas estimativas de incerteza, variancias,
covariancias e abordagens de comparagao de abrangéncias podem ser vistos no Material

Suplementar desta tese.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Biotransformacao dos compostos mutagénicos por L. bulgaricus e os metabolitos

gerados

Metodologias inovadoras tém sido propostas utilizando BAL para a redugado e/ou
inibicdo de compostos toxicos presentes nos alimentos, como na degradacdo de aminas
biogénicas e hidrocarbonetos aromaticos heterociclicos em carnes processadas
(BARTKIENE et al., 2017). Entretanto, a dificuldade de medir ENA ¢ DNMP em
matrizes complexas, aliada a falta de dados disponiveis justifica a escassez de
informagdes a respeito (MOLOGNONI et al., 2018b). Neste estudo, L. bulgaricus
degradou os compostos mutagénicos ENA e DNMP em todos os meios avaliados, com
sensibiliza¢io do micro-organismo a partir de = 10 pg L' (limite analitico de detec¢io)
dos mutagénicos no meio. De maneira semelhante a hipotese formulada por Shu et al.

(1991), utilizando bactérias entéricas, L. bulgaricus pode ter utilizado de grupo de
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enzimas nitrorredutases para remediar os compostos. As nitrorredutases compreendem
uma familia de enzimas capazes de metabolizar nitro compostos utilizando nicotinamida
adenina dinucleotideo (NAD(P)H) para transporte de elétrons. Essas enzimas
desempenham um papel fundamental na metabolizacdo de nitro compostos, tendo
aplicagdes biotecnoldgicas e importancia clinica (KOBORI et al., 2000). Essas enzimas
podem ter papel fisiologico importante atuando na resposta ao estresse oxidativo (DE
OLIVEIRA; BONATTO; HENRIQUES, 2010).

Ao utilizar-se de uma BAL com potencial tecnologico em reagdes in vitro € matriz
alimentar contendo DNMP, as nitrorredutases catalisaram a transferéncia de elétrons via
NADH » NAD", transformando o grupo C-nitro em intermediarios tipo C-nitroso até
formagao de aminas substituidas. Isso foi evidenciado com a presenga de NMAP no meio
reacional (figura 3). Shu et al. (1991), também constataram a presenca desse produto, que
conferiu a perda da mutagenicidade em teste Ames e Rec-assay utilizando cepas
bacterianas. Apesar de ndo ter sido mencionado no estudo as possiveis causas da perda
da mutagenicidade do DNMP, acredita-se que pode estar associada a inversdo do fluxo
de elétrons da molécula. A perda do grupo C-nitro inverteu o fluxo de elétrons devido ao
grupamento N-nitro ainda estar presente na estrutura quimica do NMAP (figura 3). De
acordo com o esquema apresentado na figura 3, evidenciou-se que a reducdo se deu
através da rota II. Isso porque, ao doar somente um elétron (futile redox cycle), radicais
superoxidos seriam gerados podendo regenerar o DNMP. Isso ndo foi evidenciado em
nenhum momento do estudo. De forma surpreendente, L. bulgaricus precisou de no
maximo 30 mimutos de fermentagdo para degradar uma ampla faixa de concentracao de
DNMP (10 a 5000 pg L") em todos os meios avaliados, mesmo sem adi¢do de substratos.
Além disso, um estresse oxidativo poderia ter sido gerado durante a rota I, inviabilizando
as células microbianas em presenga de radicais livres (PETERSON et al., 1979). Isso
também nao foi evidenciado, pois L. bulgaricus se multiplicou ao final de todos os testes
avaliados quando colocado em meios de cultivo para o proposito. Além da detec¢ao do
NMAP, evidenciou-se a geragdo de outros grupos aminos ligados ao pirrol (Figura 3).
Isso demonstra que as nitrorredutases podem atuar em reducgdo sequencial do composto,
convertendo-o todo em hidroxilaminas e aminas de baixa massa molecular como MPYR,
entre outras ndo investigadas. A geracao de ions NO>/NO3  no meio contribui para a
hipotese da denitrosacdo do DNMP no meio.

Pérez-Prior et al. (2009) revelaram aspectos quimicos relevantes do ENA, como

constantes de dissociagdo e decomposicdo em diferentes solventes. De maneira
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semelhante ao acorrido na degradacao de DNMP por cepas de L. bulgaricus, acreditamos
que a redugdo inicial do ENA foi devida as nitrorredutases, com evidéncias da formagao
de ions NO,/NOs3™ e intermediarios estaveis de nitrilas como ACNO. Entretanto, ao
contrario da redugao sequencial ocorrida com o DNMP, ndo foram identificados produtos
que evidenciam essa mesma condi¢cdo, como na geracdo de acetamidas. Os dados
analiticos sugerem um ataque nucleofilico via carbocation e ndo ao nitrogénio da
molécula ACHO. Nesse processo, a formagdo de intermedidrios com ligagdes C = O
explica melhor a formacgao do principal produto estavel detectado e quatificado ao final
das reagdes, o acido acetohidroxamico (figura 3). Dessa forma, enzimas NHases, como
nitrilas hidratases podem estar atuando juntamente com nitroredutases para biodegradar
o composto mutagénico. O composto gerado ACH nao ¢é considerado mutagénico, além

de ser atualmente muito empregado em aplicagdes clinicas como inibidor da urease.
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Figura 2— Esquema sobre a bioconversao das espécies mutagéncias 4cido etilnitroélico (ENA) e
do 2-metil-1,4-dinitro pirrol (DNMP) por cepas selvagens de L. bulgaricus e as principais rotas e
produtos reacionais formados. Onde NMAP: 1-nitro-2-metil-3-amino pirrol, ACNO: 6xido de
acetonitrila e ACH: acido acetohidroxamico.
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Fonte: Proprio autor.

De acordo com a figura 4, pode-se observar a formagao crescente dos metabolitos ACH,
ACNO, NMAP, MPYR, NO,/NOs3™ quando L. bulgaricus foi submetido a um gradiente
de concentracdo de ENA e DNMP durante o processo fermentativo. Nas partes superior
e inferior da figura 4, os metabolitos ACNO, NMAP e NO>/NO3™ coincidem nos pontos
de maximo (a > 0), demonstrando a denitrosacdo das moléculas (R? entre 0,94 a 0,99). O
sinal analitico do ACNO demonstra mais estabilidade ao ser submetido a variacdao de
concentragio de ENA, com maxima formacdo em 150 pg L. J4 MPYR parou de ser
formado quando a concentragio do mutagénico foi superior a 60 pg L. Isso pode estar
relacionado a falta de substrato durante o processo, como cofatores essenciais ao

metabolismo microbiano (SHU et al., 1991).
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Figura 3— Gréfico da concentracdo dos mutagénicos acido etilnitrolico (ENA) e do 2-metil-1,4-
dinitro pirrol (DNMP) em pg L' versus intensidade de sinal dos metal6litos (em %), dxido de
acetonitrila (ACNO), acido acetohidroxamico (ACH), 1-nitro-2-metil-3-amino pirrol (NMAP),
3-amino pirrol (MPYR) e o somatorio dos ions nitrito e nitrato (NO>/NQOj3"), em reagdes in vitro
com L.bulgaricus.
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Fonte: Proprio autor.

3.2 Processamento carneo versus formacgao de compostos mutagénicos

Dados uteis sobre a formagao e a estabilidade do ENA e DNMP em reagdes in
vitro foram reportadas pela literatura, ao serem submetidos a adicdo de antioxidantes,
aminoacidos e tratamento térmico (OSAWA et al., 1986; BINSTOK et al., 1998). No

entanto, ¢ a primeira vez que um estudo analitico detalhado sobre a formagao, estabilidade
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e degradacdo do ENA ¢ DNMP em reais condi¢des de processamento de carnes ¢
reportado. Ao utilizar diferentes processamentos e fermentagdo por culturas starter com
reconhecido potencial tecnologico, resultados inovadores foram obtidos neste estudo. De
acordo com o estudo cinético apresentado na Figura 5, o L. bulgaricus precisou de 5 min
de fermentacdo com 2 g de carne processada para diminuir 80% da concentragdo dos
mutagénicos. Para degradar um total de 100 ug kg™! adicionado de forma exégena, foram
necessarios 20 min de fermentacao para diminuir 90% de intensidade de sinal equivalente.
Apos esse tempo, foram obtidos valores de elevada incerteza (> 50%), decorrentes da
limitacdo analitica para valores em nanogramas. Os produtos gerados no produto carneo
foram semelhantes aos obtidos em tampao bioldgico in vitro (figura 4), reforcando a
hipdtese levantada sobre as reagdes. Pode-se observar uma maxima formacgdo de ACH,
NMAP e MPYR, coincidentemente nos dez primeiros minutos. De forma contraria, o
ACNO foi consumido nesse tempo de reacdo, assim como o ENA. Esses resultados
reforcam a hipdtese de enzimas do grupo NHases estarem agindo em conjunto com as
nitrorredutases.

Por outro lado, os resultados dos ions NO>/NOs” em matriz carnea foram
inconclusivos. A diferenciagdo do contetido exdgeno e enddgeno dos ions ndo demostrou
significado. Assim, a correlacdo do parametro com os outros de interesse ndo foi

realizada.
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Figura 4— Estudo cinético da biodegradacdo do acido etilnitrolico (ENA) e do 2-methyl-1,4-
dinitropyrrole (DNMP) em mortadela apds o tratamento com L. bulgaricus. Gréafico da
intensidade de sinal (em %) do ENA, DNMP, o6xido de acetonitrila (ACNO), acido
acetohidroxamico (ACH), 1-nitro-2-methyl-3-amino pyrrole (NMAP), 3-amino pyrrole (MPYR)
versus tempo de fermentagdo em minutos.
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Fonte: Proprio autor.

Resultados positivos para ENA (> 5,00 ug kg™') e DNMP (> 12,0 pg kg™!) foram
obtidos para todas as mortadelas produzidas com o nitrito e sorbato, mesmo com variagao
nas proporcdes e adi¢cdo de antioxidante eritorbato de soddio. No entanto, os
processamentos A (2:1 nitrito e sorbato, sem eritorbato), B (2:1 nitrito e sorbato, com
eritorbato), C (8:1 nitrito e sorbato, sem eritorbato) e D (8:1 nitrito e sorbato, com

eritorbato) apresentaram diferenga significativa entre os resultados (P < 0,05). De acordo
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com a figura 6 (parte A), as maiores concentracoes de ENA e DNMP foram observadas
quando a propor¢des dos conservantes eram de 8:1 (nitrito de sddio:sorbato de potassio).
Apesar das formulagdes das mortadelas utilizando 2:1 (nitrito de sodio:sorbato de
potassio) obtiveram concentragdes menores em relacdo a outras proporgdes, todas
apresentaram resultados positivos para ENA ¢ DNMP.

Desde a década de 70, o uso de antioxidante tem sido a abordagem mais comum
para controlar a formagdo de compostos carcinogénicos tipo N-nitroso em produtos
carneos (MOTTRAM et al., 1975). Em nosso estudo, o uso do antioxidante eritorbato nao
demonstrou influéncia na inibicdo do ENA, mesmo quando a mortadela foi processada
utilizando o pior tratamento para a formag¢do do composto (processamento B). Ao
contrario, a concentracdo do DNMP foi inferior quando o antioxidante estava presente,
reduzindo significativamente a concentragdo do composto nas formulagdo de 8:1 (nitrito
de sodio:sorbato de potassio) (P < 0,05). Estudos demonstraram a agdo do acido
ascorbico, suco de vegetais (abobora e couve) e cisteina na inibicdo do DNMP (OSAWA
et al., 1980). O &cido ascorbico pode reduzir o grupo C-nitro conjugado em amino,
formando NMAP. Ja o mecanismo de inativagao pela cisteina envolve o ataque direto do
anel aromatico do DNMP, seguido da eliminagdo do grupo C-nitro, originado em
produtos diferentes do NMAP (OSAWA et al., 1980).

Contudo, com a utilizacao do nitrito de sédio em maior propor¢ao em relagao ao
sorbato de potdssio demonstrou ser a maior influéncia na formacdo do ENA e DNMP nas
mortadelas. Mesmo na presenca do eritorbato de sddio com a propor¢ado de 8:1 (nitrito de
sodio: sorbato de potdssio), a formacao dos mutagénicos foi constatada (Figura 6, parte
A). Nossos resultados corroboram com os poucos dados disponiveis na literatura, que
afirmam que esses compostos sdo formados em meio acido (pH < 5,5), sob aquecimento
e com alta proporcao de nitrito em relagdo ao sorbato, idealmente em uma relagao de 8:1
(KADA 1974; NAMIKI; KADA, 1975; KITO; NAMIKI; TSUJI, 1978; NAMIKI et al.,
1981). No entanto, Hartman (1983) afirmou que os compostos podem se formar mesmo
quando baixas proporg¢des de nitrito em relagdo ao sorbato sdo utilizadas (até 2:1). As
evidéncias demonstradas na figura 6 (parte A), sdo concordantes com a literatura e
demonstram que os mutagénicos também sdo formados quando baixas propor¢des dos
conservantes estdo no processamento. Binstok et al. (1998), ao avaliarem condi¢des de
pH, temperatura e concentracio de reagentes na formacdo de ENA e DNMP in vitro (em
um meio reacional que simulava um produto carneo), constataram que a formacdo do

DNMP era reduzida na presenga do acido ascorbico. Por outro lado, o ENA foi detectado
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em todos os sistemas estudados, demonstrando pouca influéncia quando o acido ascorbico
ou a cisteina estavam presentes (BINSTOK et al., 1998).

Diversas pesquisas recentes demonstram resultados promissores na substitui¢do
total ou parcial do nitrito em carnes processadas. Culturas starter que convertem a
metamioglobina em nitrosomioglobina, pigmentos naturais, extratos vegetais, fibras,
entre outras formas, vém sendo citadas (ALAHAKOON et al., 2015; SELLIMI et al.,
2017; DE MAERE et al., 2018). Contudo, o nitrito de soédio continua a ser considerado
um ingrediente Unico e aparentemente insubstituivel, contando com fomento de pesquisas
sobre seu papel na otimizacdo de processos industriais e na seguranca alimentar
(SINDELAR; MILKOWSKI, 2012; FENG et al., 2016; GHASEMI; JEDDI, 2017). Com
diversas alternativas apresentadas, as evidéncias demonstram que a utilizagdo do
conservante ainda estd enraizada nos mais diversos paises do mundo, € que a sua
substitui¢do ainda depende de mudangas culturais, econdmicas e cientificas, uma vez que

diversas alternativas ja foram apresentadas a sua substitui¢ao total ou parcial.

3.3 Acio desmutagénica do L. bulgaricus

Como pode ser observado na figura 6, L. bulgaricus degradou o ENA e DNMP
em todas as mortadelas (parte A). Isso também foi observado quando as substancias puras
de sintese foram adicionados intencionalmente em (100 pg kg') diretamente as
mortadelas antes do tratamento. Dessa forma, todas as mortadelas sofreram reducao da
concentracdo de ENA e DNMP apds serem submetidas ao tratamento desenvolvido com
culturas selvagens de L. bulgaricus. De acordo com a figura 6 (parte B), as distribuigdes
dos resultados com 95% de probabilidade de acerto ndo obtiveram concordancia antes e
apods submetidos ao tratamento (En > 1). Com excecdo para os resultados de DNMP no
processamento A (2:1 nitrito: sorbato, sem adi¢do de eritorbato), os resultados foram
concordantes (En < 0.9), ndo demonstrando influéncia do tratamento com L. bulgaricus
sobre a concentragdo do mutagénico. Entretanto, devido a baixa concentragdo do DNMP
na mortadela submetida ao tratamento, os resultados apresentaram elevadas abrangéncias
(incerteza expandida relativa > 41%), comprometendo a confiabilidade do dado. J4 as
maiores diferencas apresentadas entre os resultados foram nas mortadelas elaboradas com
alta propor¢do de nitrito ao sorbato (processamento C e D) e as fortificadas com
substancia pura. Essas amostras apresentaram as maiores concentracdes de ENA e DNMP

apos o processamento e foram efetivamente efetivamente biodegradados (En > 5).
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Contudo, o tratamento desenvolvido neste estudo com cepas selvagens de L.
bulgaricus demonstrou éxito na biodegradacao dos compostos mutagénicos formados no
uso concomitante de conservantes e processamento carneo estudado. Apesar dos
problemas gerados com o uso conjunto dos conservantes poderem ser minimizado com
boas condutas de fabricacdo, esse estudo apresentou um potencial método para a

bioconversao de outros compostos toxicos gerados no processamento de alimentos.
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Figura 5— Resultados da formag@o e biodegradagdo dos compostos mutagénicos acido etilnitrélico
(ENA) e do 2-metil-1,4-dinitro pirrol (DNMP) em mortadelas produzidas sob diferentes
proporgdes de conservantes e antioxidantes. Parte A: formagao dos compostos apds os diferentes
processamentos (A, B, C e D) antes e depois do tratamento com culturas selvagens de L.
bulgaricus. Parte B: grafico do erro normalizado (En) demosntrando a diferenca das abrangencia
da parte A apos o tratamento com L. bulgaricus.
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3.4 Confiabilidade do estudo: incertezas tedricas e experimentais

Todos os métodos analiticos reproduzidos da literatura ou desenvolvidos ao
proposito deste estudo apresentaram desempenho considerado aceitavel ao proposito. A
seletividade dos métodos foi comprovada em todos os extratos, mesmo quando
provenientes de matrizes alimentares complexas como mortadelas fermentadas. Exceto
em medidas de ACH, ACNO, n3o foram observadas interferéncias que pudessem
comprometer a especificidade e seletividade dos métodos durante a detec¢do e/ou
quantificagdo. ACH e ACNO tiveram interferéncias providas do uso da acetonitrila como
fase movel, sendo substituida com éxito por metanol. A variabilidade dos processos de
medi¢do ficaram em torno de 5 a 41% de variagdo. A linearizacdo e analises de regressao
geraram coeficientes superiores a 0,99, baixos residuos e taxas de recuperagao dos valores
interpolados entre 70 a 120%. Por outro lado, a correlagdo dos modelos preditos de
substrato + micro-organismos versus metabolitos apresentaram coeficientes de regressao
na faixa de 0,94 (ex. ENA vesus ACNO) e 0,99 (ex. DNMP versus NMAP). A razio das
derivadas obtidas em regressdes correlacionadas apresentou-se na faixa de 0,4 a 0,8. A
razdo da derivada igual a um representearia um resultado perfeito na biotransformacao de
ENA e DNMP em produtos metabolizados pelo L. bulgaricus. Isso raramente acontecera,
mesmo em condi¢des ideais de conversao molecular, porque a substancia ndo ¢ 100%
pura, e tdo pouco o rendimento das rea¢des quimicas. Além disso, o modelo matematico
propagou incertezas experimentais e teoricas provenientes de equipamentos, analistas e
de natureza biologica.

As incertezas dos parametros analiticos de todo o estudo demonstram haver
diferentes perfis, de acordo com as espécies quimicas e os meios analisados. As menores
incertezas foram atribuidas aos parametros obtidos através de métodos reconhecidos pela
literatura (com ou sem modificacdes) em meios liquidos (reagdes in vitro), obtendo
incertezas padrdao expandidas relativas de 25%. Entretanto, mesmo sendo métodos de
facil reproducio e com faixas elevadas de concentracio (na ordem de mg kg™!), as analises
de NO;/NOs3™ obtiveram incertezas elevadas durante o estudo. Os pardmetros de
desempenho dos métodos desenvolvidos in house para medir ENA, ACH, ACNO,
MPYR, entre outros compostos de baixa massa molar, obtiveram as maiores incertezas
do estudo (até 41%). Isso foi devido a propagagdo de incertezas referente a residuos de
regressdes, legibilidade das medidas (0,05 pug kg™!) e variabilidade das medi¢des. Por

outro lado, as ferramentas analiticas empregando métodos hibridos de espectrometria de
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massas utilizando dispositivo Qtrap conferiram maior confiabilidade reduzindo as taxa
de resultados falsos positivos de substancias nao isoladas do meio reacional.

No geral, as incertezas experimentais foram influenciadas por trés principais
fatores: 1°) utilizagdo de um tnico método de extragcdo (d-SPE) para analisar diferentes
espécies quimicas com caracteristicas quimicas distintas e em varios meios; 2°) elevado
ruido instrumental em transi¢des abaixo 50 m/z com resolucdo infinita limitada em 0,01
Da; 3)° efeito da protedlise de micro-organismos nas mortadelas submetidas a diferentes
tempos de fermentacdo, conferindo caracteristicas distintas para amostras iguais. No
entanto, a minimizagdo de erros provenientes a instabilidade das espécies quimicas em
longas analises ¢ a ado¢do de um erro médio para simular as caracteristicas das amostras
o estudo demonstrou confiabilidade nos resultados.

As incertezas tedricas foram principalmente referentes a elucidacdo dos
mecanismos reacionais e rotas metabolicas utilizadas pelo L. bulgaricus para
biodegrada¢ao dos compostos mutagénicos. A identificacdo das principais enzimas
responsaveis, apds o isolamento e purificagdo do meio, forneceria mais evidéncias para
este estudo. Além disso, a toxicidade dos produtos provenientes da biotranformagao
microbiana NMAP e ACH, apesar de serem reconhecidamente ndo mutagénicos pela
literatura (SHU et al., 1991; BURNS; GAUTHIER, 1984), deve ser avaliada quanto a sua

toxicidade em testes de reconhecida confiabilidade.

4 CONCLUSAO

O tratamento desenvolvido utilizando cepas de L. bulgaricus LB-UFSC 001 foi
capaz de biodegradar os compostos mutagénicos formados durante o processamento da
mortadela sob diferentes condigdes experimentais. A sensibilizacdo do micro-organismo
ocorreu a partir de uma concentragio de aproximadamente = 10 pg L' para cada
composto. A deteccdo dos principais metabolitos, e formulagdo de rotas reacionais
demonstraram que LB-UFSC 001 utiliza-se de reagdes enzimaticas envolvendo
nitroredutases e hidratases nitrilicas para modular as espécies quimicas nocivas na matriz
carnea. Todas as mortadelas produzidas durante o estudo apresentaram resultados
positivos para os mutagénicos. No entanto, as mortadelas elaboradas com propor¢des de
0,3% de nitrito e 0,034% de sorbato, respectivamente, sem adicdo do antioxidante
eritorbato de sodio apresentaram os maiores concentragdes de ENA ¢ DNMP. Houve

diferenga significativa (p <0,05) das concentragdes de ENA e DNMP nas mortadelas
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antes e apos serem submetidas ao tratamento com LB-UFSC 001. O uso concomitante
dos conservantes nitrito de sédio e sorbato de potassio em diferentes proporgdes
submetido ao processamento térmico, demonstrou ser potencial fonte deformacdo de
compostos toxicos no processamento simulado de embutidos cozidos.

Incertezas experimentais e teoricas foram levantadas visando a confiabilidade dos
resultados. Além disso, expuseram as principais limitagdes do estudo. Uma analise
protedmica comparativa para a expressao diferencial de proteinas induzidas pela presenca
de DNMP e ENA em LB-UFSC 001 ¢ necessaria, elucidando as principais enzimas que

atuam na biodegrada¢do descrita neste trabalho.
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CAPITULOV - INFLUENCIA DE PARAMETROS DE DESEMPENHO
ANALITICO EM ABORDAGENS EXPERIMENTAIS PARA ESTIMATIVA DA
INCERTEZA DE MEDICAO EM ANALISES DE CONSERVANTES EM

ALIMENTOS.
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APRESENTACAO DO CAPITULO

Em 1916, apés a comprovagdo de alguns teoremas Albert Einstein publicou a
teoria da relatividade geral. Entre eles, o encurvamento de um satélite natural em anglo
especifico (a = 1,8°) ao passar préximo ao sol. Na pratica, o cientista nessitou realizar
diversas medicoes e deixar os resultados decedirem entre as teorias rivais. Entretanto,
medir algo assim nao foi tarefa facil, uma vez que medidas complexas podem apresentar
grandes desafios e elevadas incertezas. A teoria foi comprovada apods a realizagdo de
medidas durante um eclipse solar, fendmeno que conferiu menor incerteza da medida e
consequentemente a aceitagdo do resultado.

Em um contexto mais atual, e também importante, este capitulo descreve a
importancia das medigdes para diversas areas da ciéncia, que utilizam de medidas
realizadas em laboratdrios para obter universalidade, comparabilidade e confiabilidade
de novas hipoteses e teorias. Como exemplo, a modernizagdo dos instrumentos de
medidas aplicados a Ciéncia dos Alimentos, vem proporcionando novas descobertas ¢ a
capacidade da melhoria continua dos dados empiricos herdados. Entretanto, a
complexidade das matrizes alimentares e os processos de medicdo quimicos podem
comprometer a qualidade dos resultados e de seus propdsitos.

Utilizando-se de dados brutos gerados durante a constru¢ao desta tese, foi possivel
demonstrar os diferentes perfis de incertezas de métodos de conservantes em alimentos,
de acordo com complexidade da matriz, parametros de desempenho comumente
aplicados e abordagens de célculo. A importancia e relevancia do assunto aplicado a
Quimica dos Alimentos e para a confiabilidade desta tese, foi reconhecida com a

publicagdo do capitulo no periddico Food Chemistry.

Artigo publicado:
MOLOGNONI, L. et al. Influence of method validation parameters in the measurement
uncertainty estimation by experimental approaches in food preservatives analysis. Food

Chemistry, v. 282, p. 147-152, 2019.
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RESUMO

A estatistica de incertezas aleatorias foi adotada para a estimativa da incerteza de medig¢ao
quimica, uma vez que ¢ um bom estimador da incerteza geral. As incertezas do tipo B
(herdadas) sdao geralmente insignificantes quando comparadas as incertezas do tipo A
(experimentais). Em medidas quantitativas, a média ¢ o valor mais provavel do
mensurando e o desvio padrao da média como a melhor estimativa de sua incerteza. A
incerteza de medi¢do de medidas qualitativas pode ser estimada pela probabilidade de
tomar decisoes certas ou erradas. Assim, os dados de desempenho dos métodos analiticos
sdo a principal fonte de estimativa de incertezas. No entanto, incertezas obtidas através
de um baixo numero de observagdes devem ser vistas com cautela a ser utilizado para
representar a incerteza global. Este estudo demonstrou a influéncia que as incertezas
randomicas obtidas através de abordagens experimentais de estimativas tém sobre ensaios
quimicos. Os diferentes perfis de incerteza foram demonstrados dependendo da técnica
analitica e da composicao dos alimentos.

Palavras chave: Andlise de alimentos. Composi¢do dos alimentos. Confiabilidade de

medi¢do. Conservantes. Métodos qualitativos. Sulfito.
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ABSTRACT

The statistical method of random uncertainties has been adopted for the uncertainty
calculation of chemical measurements, since it is a good estimator of the overall
uncertainty. Type B (inherited) uncertainties are usually insignificant when compared to
type A (experimental) uncertainties. In quantitative measures, the mean is the most
probable value of the measurand and the standard deviation of the mean is the best
estimate of its standard uncertainty. Measurement uncertainty of qualitative measures
may be estimated by the probability of taking right or wrong decisions. Thus, performance
data of analytical methods are the main source of uncertainties. However, uncertainties
obtained from limited observations should be used with caution to represent the overall
uncertainty. This study demonstrated the influence of random uncertainties on the results
of experimental approaches to estimate the uncertainty in chemical assays. The different
profiles of uncertainty were demonstrated depending on the analytical technique and food
composition.

Keywords: Food analysis. Food composition. Measurement reliability. Preservatives.

Qualitative methods. Sulfite.
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1 INTRODUCAO

O resultado de uma medi¢do ¢ somente uma estimativa de uma quantidade
especifica do mensurando ou de sua probabilidade de acerto. Uma medida s6 se torna
completa quando acompanhada de sua incerteza de medicao (IM). A IM reflete a
qualidade do procedimento analitico e auxilia na interpretagdo dos resultados, ja que a
decisdes importantes necessitam ser tomadas (TAYLOR, 2009; ROZET et al., 2011;
MOLOGNONI et al., 2017). Nesse sentido, a norma internacional ISO/IEC 17025:2017
preconiza que os laboratorios inseridos em um sistema de gestdo de qualidade devem
avaliar a IM de todos os métodos que compdem seu escopo (ISO, 2017). Por outro lado,
as medidas realizadas em laboratérios de andlises quimicas empregam diversas
abordagens de expressdo do resultado (qualitativa e quantitativa), técnicas analiticas,
métodos de medi¢do, modelos de célculos, e consequentemente, diferentes abordagens de
estimativa de IM.

A abordagem GUM foi uma proposta da Metrologia Dimensional para padronizar
os calculos de estimativa das incertezas. Também conhecida como modelagem
matematica, cada fonte de incerteza ¢ quantificada individualmente e seus efeitos sao
entdo combinados utilizando uma expansdo da série de Taylor, geralmente de primeira
ordem (ISO, 2008). Desde os anos 90, tem sido demonstrado que a abordagem GUM pode
ser utilizada com sucesso para o calculo da IM em medi¢des quimicas (ELLISON, 2014).
Entretanto, geralmente ¢ adotada a abordagem experimental em medi¢des quimicas,
baseadas em andlise estatistica de incertezas aleatorias. Por essa abordagem, ndo ha
necessidade de estudar e quantificar cada componente de incerteza individualmente, o
que simplifica o processo de estimativa de uma incerteza global. Dessa forma, dados de
desempenho de métodos analiticos obtidos em avaliagdes intralaboratoriais sdo as
principais fontes de incertezas utilizadas (EUROLAB, 2007; MOLOGNONI et al., 2016).

Em medidas quimicas quantitativas, utiliza-se a média como o valor mais provavel
do mensurando (analito) e o desvio padrao da média como a sua melhor estimativa de seu
incerteza. Por outro lado, em medidas quimicas qualitativas, a IM ndo pode ser expressa
dessa forma, isto €, como um pardmetro que caracteriza a dispersdo dos resultados. A
forma tipica de estimar a IM de um resultado qualitativo ¢ através da probabilidadede
tomar uma decisdo certa ou errada. Diferentes abordagens de calculo de probabilidade
tém sido desenvolvidos e relatados na literatura especializada (PULIDO et al., 2003;

SONG et al., 2001).
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As incertezas obtidas experimentalmente parecem ser um bom estimador da
incerteza global das medi¢des quimicas, ja que as incertezas do tipo B (herdadas)
geralmente sdo insignificantes quando comparadas as incertezas experimentais obtidas
por meio de equipamentos e analistas (ISO, 2008). No entanto, a utilizagdo de incertezas
experimentais obtidas através de um nimero limitado de observagdes para representar
uma incerteza global deve ser vista com cautela. Os resultados podem ndo ser realisticos,
j& que em alguns casos pode nao simular de forma adequada o procedimento analitico em
rotina laboratorial (MOLOGNONI et al., 2018).

O sulfito de sodio (INS 221) ¢ aprovado mundialmente como aditivo alimentar no
processamento de diversos alimentos, respeitando-se as condi¢des especificas do uso. No
Brasil, o sulfito de sddio ¢ usado como conservante em camardes e lagostas, adicionando-
se o sal a matéria-prima, logo apds a captura. E também amplamente utilizado na
fabricacdo de conservas vegetais, sucos, bebidas e geleias de frutas (BRASIL, 1981). O
sulfito ¢ também considerado um potencial alergénico alimentar e vem sendo relacionado
a alguns sintomas de intolerancia alimentar, como o broncoespasmo (RUIZ-CAPILLAS;
JIMENEZ-COLMENERO, 2009). Dessa forma, o controle do uso de sulfito ¢ uma das
determinagdes de rotina de maior relevancia em analise de alimentos.

Nesse contexto, este estudo teve por objetivo demonstrar a influéncia que as
incertezas aleatdrias obtidas em procedimentos de confirmagdo de desempenho de
métodos analiticos, tém nas abordagens experimentais de estimativa de IM de ensaios
quimicos. Para isso, foi utilizado métodos quantitativos e qualitativos para analise de

sulfito em carnes, pescados e derivados.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras, reagentes e padroes

Foram utilizadas amostras de carne in natura (suina, bovina e de frango), pescados
(peixe e camardo) e produtos cdrneos (embutidos cozidos e cornedbeef). Todas as
amostras foram processadas utilizando um processador de alimentos e estocadas a 4 + 2
°C em sacos plasticos até 0 momento das analises.

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. Verde de malaquita foi
fornecido por Sigma-Aldrich Co. (EUA). Toda a agua utilizada foi purificada pelo

sistema Milli-Q (Franga). Materiais de referéncia de hidroximetilsulfonato de sodio,
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sulfito de sodio e hidrogenoftalato de potdssio com pureza minima de 98% foram
fornecidos por Sigma-Aldrich Co. (EUA). Solugdo de verde malaquita a 0,25% (m/v) foi

preparada em agua e estocada em frasco ambar.

2.2 Procedimentos analiticos

Foram avaliados dois métodos analiticos neste trabalho. O primeiro consistiu na
determinagdo quantitativa de sulfito por acidimetria de acordo com método 990,28 da
AOAC (AOAC, 2015). Para isso, a amostra ¢ aquecida em meio 4cido (4cido cloridrico
6 mol L"), para que o sulfito seja convertido em didxido de enxofre (SO2). Um fluxo de
nitrogénio arrasta o SO até uma solugao receptora de peroéxido de hidrogénio a 3%, onde
o analito é oxidado a acido sulfirico ¢ determinado indiretamente com solucdo
padronizada de hidréxido de sodio 0,1 mol L. Para isso, foi utilizada a bureta digital
automatica Titronic Universal Schott Instruments GmbH (Alemanhd), com resolugdo
infinita de 0,005 mL, incerteza expandida (k =2,0) e erro maximo no volume de trabalho
de 0,001 mL e 0,01 mL, respectivamente.

A determinacgdo qualitativa de sulfito de sodio foi realizada de acordo com o
método oficial do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 1981).
A amostra (10 g) foi solubilizada em dgua morna (30 mL) e aquecida em banho-maria
por uma hora, sob agitacdo. Todo o contetido foi filtrado e uma aliquota de 5 mL foi
transferida para tubo de ensaio, que foi adicionado de 5 mL da solugdo de verde
malaquita. O resultado foi considerado positivo se ocorresse a descoloragdo da solugdao
de verde malaquita, em comparagdo a uma prova em branco, que mantém a cor original.

Em ambos os processos de medicdo, foi utilizada uma balanca analitica de
resolugdo infinita de 0,00005 g, incerteza expandida (k= 2,0) e erro maximo na faixa de

trabalho de 0,002 mL e 0,009 mL, respectivamente.
2.3 Confirmacao de desempenho dos métodos analiticos
2.3.1 Método quantitativo
A precisdo em termos de repetitividade foi avaliada em setuplicata utilizando

amostra de camardo. Foram calculadas a média, desvio padrao da média, coeficiente de

variagdo (CV%) e parametro obtido através da equacao de Horwitz. O valor do CV% foi
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considerado aceitavel se fosse inferior ao obtido pela equagdao de Horwitz. A precisao
intermedidria foi avaliada realizando-se analises em triplicata sob condi¢des variadas de
medi¢do: diferentes dias (n = 3) e instrumentos (buretas, n = 3). O CV% foi considerado
aceitavel se igual ou inferior a 10%. J4 a exatiddo em termos de recuperagdo foi avaliada
através da fortificaciio no limite regulatorio de 100 mg kg™ Essa fortificacdo foi realizada
com padrdes de sulfito tanto em solvente como em diferentes matrizes brancas de
camardo, peixe e cornedbeef, nas mesmas condi¢cdes experimentais da precisdo
intermedidria. As recuperagdes foram consideradas aceitaveis se estivessem entre 80-

110%.

2.3.2 Método qualitativo

Para a confirmacao de desempenho do método qualitativo, primeiramente o limite
de detecgdo (LoD) foi avaliado, adicionando-se quantidades crescentes de sulfito (10, 25,
50, 75, 100 e 150 mg kg!) até a obtencdo de um teste positivo com precisdo aceitavel.
Para determinar a seletividade no nivel de agao (LoD), diferentes amostras brancas foram
fortificadas em triplicata. Também foram adicionados possiveis interferentes como ions
cloretos, fosfatos, nitratos, nitritos, oxalatos e sulfetos para observar a potencial
descoloragdo do reagente. A confirmagdo final da especificidade foi realizada
comparando-se os resultados obtidos com os executados pelo método quantitativo. Por
fim, a precisdo do método foi avaliada em duas rodadas, aplicando variaveis de medi¢ao
como dias (n= 2) e analistas (n= 2). As amostras foram fortificadas e identificadas com
numeros aleatérios e submetidas em analises as cegas pelos analistas. O critério de
aceitabilidade foi a concordancia de 100% dos resultados das réplicas em termos de

repetitividade e precisdo intermedidria.

2.4 Estimativa da incerteza de medicao

O célculo da estimativa da IM deste estudo utilizou apenas incertezas
experimentais provenientes de dados randomicos. Dessa forma, os dados brutos foram
tratados a fim de evitar erros grosseiros e erros sistematicos. Teste de Dixon (95%) foi
empregado para eliminar valores aberrantes e grafico de dispersdao foi utilizado para

verificar a tendéncia dos dados utilizando Excel versdo 2010. A IM do ensaio quantitativo
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foi determinada considerando as incertezas padrao referente a precisao e bias. O célculo

foi de acordo com a equacao 1.

Ox,

u(x;) = n (1)

Onde u(x;): incerteza padrio de entrada; og: desvio padrio da média de n dados
aleatorios com 95% de probabilidade de acerto considerando distribui¢do t-Student.
A incerteza padrdo combinada foi obtida através da propagacdo das incertezas

padrdo de saida (68% probabilidade), de acordo com a equagao 2.

ug(S02) = (u(Rep))? + (u(repro))? + (u(b))? 2

Ondeu?(S0,): incerteza padrido combinada obtidas através da abordagem de validagio
intralaboratorial (mg kg'); u(Rep): incerteza padrio da repetitividade (mg kg);

u(repro): incerteza padrdo da precisdo intermediaria (mg kg™'); u(b): incerteza padrio

850,°2
P)

bias (mgkg') e : coeficientes de sensibilidade = 1.

Por fim, foi calculada a incerteza padrdo expandida (95%) de acordo com a

equagdo 3.
U(S0;) = k.1 (S0,) (3)

Onde U(S50,): incerteza padrao expandida do mensurando SO,; uc(S0,): incerteza padrao
combinada do mensurando SO,e k: coeficiente de abrangéncia com 95% de probabilidade
de acerto considerando a distribui¢ao t-Student.

Por outro lado, as incertezas herdadas também foram avaliadas. Esse
procedimento visou comparar a ordem de grandeza desse tipo de incerteza frente as
incertezas experimentais. Para isso, foi utilizada a modelagem matematica de acordo com

as equacoes 4, 5 € 6.
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mS
v <ch. C" M) ¢ 4

mc

50,(mgkg™") =

Onde V volume gasto da solu¢do titulante na amostra (mL); C: constante de conversao

~ A . m
molar; mc: massa da amostra (g); ms: massa do padrao de referéncia (g); (ﬁ)
cr- Cr.

funcio referente a correcdo da concentragio da solucdo titulante (mol L''); V. volume
gasto no padronizagdo da solugdo titulante (mL); C’: constante de conversao molar e M:

molaridade da solugao titulante (mol/L).

U, (Cf (ms, Ves, M))

Onde uC(Cf); incerteza padrdo combinada referente ao fator de corre¢do da solucdo

titulante (mol L'); m,: pesagem do padrio (g); V. : volume gasto na fatoragdo (mL); M:

ac )
L. coeficiente de
aXi

molaridade da solucdo (mol L); u (x;): incerteza padrio de saida e

sensibilidade.

U(S0,) = {u?(SOz)

_ (6502>2 WV 4 (asocz>2 (umy?

ov om
950, ,
+(66f) u(Cf)

+ 2.(aasgfz).u(Cf).(a;$2>.(GV). ret V}.k

(6)

OndeU(S0,): incerteza padrio expandida do mensurando (mg kg™!); u,: incerteza padrio

combinada (mg kg!); V, m e fc, : variaveis de medi¢do do modelo global em unidades de
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} . . ~ ., Of @ .
mL, g, mol L, respectivamente; u(x;): incerteza padrio de saida; é,é: coeficientes
i j

de sensibilidade er;: coeficiente de correlagdo estimado.

A IM do ensaio qualitativo foi determinada considerando os dados da avaliagao
da precisdo. Seletividade e limite de detecgdo do método foram obtidos através da
fortificacdo com o analito. Para isso, foi utilizado o teorema de Bayes, visando descobrir
a probabilidade de determinados acontecimentos decorrentes a outros, de acordo com o

esquema da figura 1 e equagdo 7, respectivamente.

Figura 1— Design experimental para estimativa da incerteza de medi¢ao do ensaio qualitativo de
sulfito em alimentos.

Detection sensitivity

(Limit of detection)

= £ Y

False positives probability False negatives probability
(Assessment of LoD precision) (Assessment of LoD precision)
v I
Probability of actually being Probability of actually being
positive negative
(Specificity) (Specificity)

Y

Probability after the event
(Probability of a sample being

actually positive after the
expression of its positive result)

Fonte: Molognoni et al. (2019).

P(A) P(B | A) 7
P(A) P(B | A) + P(A°) P(B| A°) )

P(A|B) =

Onde P(A): probabilidade do resultado ser positivo; P(A®): probabilidade complementar
do resultado ndo ser positivo; P(B|A): probabilidade condicional do resultado ser
positivo e o analista de fato ter a comprovagdo de que é positivo; P(B|A): probabilidade

condicional do resultado ser positivo e o analista comprovar que nao ¢ positivo.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O desempenho do método quantitativo para SO, foi satisfatorio (Tabela 1). O
valor de CV% da repetitividade foi inferior ao valor determinado pela equagdo de
Horwitz. J4 na precisdo em condi¢des de precisdo intermediaria, o CV% foi em torno de
6%. Esses valores demonstram precisdo aceitavel do método. A exatidao em termos de
recuperagdo de SOz em solvente apresentou resultados entre 80 e 110%. Por outro lado,
as recuperagdes em matriz branca fortificada apresentaram baixos perfis de recuperagao.
A AOAC Internacional recomenda que a recuperagdo nesse procedimento analitico seja
preferencialmente avaliada com o hidroximetilsulfonato (HMSO), devido a sua maior
estabilidade frente a outros padrdes de sulfito (AOAC, 2015). Considerando matrizes
complexas como os alimentos e os padroes utilizados (metabissulfito e sulfito de sodio)
ndo serem os mais adequados, as recuperagdes foram consideradas aceitaveis em torno
de 74%. Ao utilizar o HMSO, a recuperagao ficou em torno de 90%. No entanto, foram
considerados no estudo os dados obtidos utilizando metabissulfito de sdédio, porque essa
espécie ¢ a mais representativa na rotina analitica. Sulfito e metabissulfito de sddio sdo
adicionados pela industria como conservantes, sem que haja um adulto com formaldeido
inserido, como no HMSO. Diversos trabalhos relatam o baixo desempenho do método de
Monier-Williams ao compara-lo a técnicas mais seletivas como LC-MS. Entre os
principais relatos estdo a baixa especificidade do analito em amostras vegetais, baixas
recuperagdes e limitada reprodutibilidade (ROBBINS et al., 2015; ROBBINS CARLOS;
DE JAGER, 2016).

Tabela 1- Resultados dos pardmetros de validacao do método quantitativo de sulfito em alimentos
por volumetria

Repetitividade Precisao "Taxa de Taxa de
CV (%) < Horwitz intermediaria recuperagao recuperagao
(%) (CV%) (em solvente, %) (em matriz , %)
5,30<15,6 6,10 82,5 73,7

CV = coeficiente de variacdo. *Recuperagio obtida utilizando metabissulfito de sodio.

Fonte: Molognoni et al. (2019).

No ensaio qualitativo, a descoloragdo da solucao de verde malaquita foi observada
a partir de 75 mg kg!. Esse LoD apresentou reprodutibilidade e seletividade de resposta
nas diferentes matrizes e interferentes estudados. Entretanto, em peixes, produtos de

salsicharia e na presenca de sulfeto de sodio, o verde malaquita nao descoloriu utilizando
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esse LoD adotado. Por outro lado, apos o aumento do LOD para 100 mgkg™', o teste
obteve todos os resultados positivos, demonstrando ser seletivo.

Os resultados referentes a precisdo do método foram satisfatérios (Tabela 2). O
numero 1 indica a presencga de sulfito constatado pelo analista e 0 a auséncia. Em métodos
qualitativos, muitas vezes a resposta binaria depende somente da acuidade visual do
analista, o que representa uma fonte inesgotdvel de erros aleatorios. Entretanto, a
avaliagdo da precisdo ndo ¢ tdo recorrente como observado em métodos quantitativos,
porque métodos qualitativos nao sdao associados a nimeros e, consequentemente, a testes
estatisticos. Foram obtidos 100% de concordancia entre os resultados qualitativos, tanto

em condig¢des de repetitividade quanto em condi¢des de precisdo intermediaria.

Tabela 2— Resultados da avaliagdo de precisdo do método de sulfito qualitativo por reacao de
verde malaquita.

Amostras Resultado Resu}tado Resu.ltado Amplitude Confirmagao
esperado  (Analista 1) (Analista 2) do resultado
755 0 0 0 0 0
800 1 1 1 0 1
~ 859 0 0 0 0 0
g 507 1 1 1 0 1
417 0 0 0 0 0
300 0 0 0 0 0
969 0 0 0 0 0
Taxa de concordancia (%) 100% 100%
Amostras Resultado Resu}tado Resu}tado Amplitude Confirmagao
esperado  (Analista 1) (Analista 2) do resultado
675 0 0 0 0 0
N 375 0 0 0 0 0
< 022 1 1 1 0 1
2 306 0 0 0 0 0
078 0 0 0 0 0
141 0 0 0 0 0
402 0 0 0 0 0
Taxa de concordancia (%) 100% 100%

Fonte: Molognoni et al. 2019.

A aleatoriedade dos dados quantitativos gerados foi comprovada, ja que nao foram
constatados valores aberrantes e os dados se apresentaram graficamente dispersos. Dessa
forma, as incertezas provenientes de erros grosseiros € ou sistematicos ndo foram
consideradas na incerteza global, uma vez que ndo podem ser diminuidos com o aumento
do ntimero de medidas na rotina analitica. A maior fonte de incertezas do método

quantitativo foi do tipo A (experimental), referente a precisdo em termos de precisdo
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intermediaria (Tabela 3). Isso ¢ compreensivel, uma vez que esse parametro atribui
variaveis de medicdo que propagam erros aleatorios provenientes de escalas de
instrumentos e analistas. Apesar das baixas recuperacdes, a incerteza referente a bias foi
menor que a de precisdo, uma vez que a taxa de recuperacdo ¢ estavel e reprodutivel,
mesmo sendo abaixo do recomendado. Ja as incertezas do tipo B (herdadas) foram
despreziveis em relagdo as incertezas de erros randomicos gerados em avaliagdes de
precisdo e recuperagdo, empregando um numero limitado de medidas. A maior
contribuicao foi referente ao fator de correcao da solugao titulante. Essa incerteza propaga
as incertezas referentes a processos volumétricos e pesagens. Entretanto, todos os valores
das incertezas padrao de saida foram inferiores as incertezas padrao experimentais. Isso
pode ser verificado comparando-se as incertezas padrao combinadas nas duas abordagens
de estimativa de incertezas (Tabela 3). Dessa forma, parametros de desempenho de
métodos analiticos quantitativos demonstram ser dados empiricos importantes e
representativos para expressar uma incerteza global. Na literatura, existem diversas
abordagens para estimar uma incerteza global através de parametros de desempenho
intralaboratorial como precisdo, bias, robustez, capacidade de detec¢dao (CCp), limite de
decisdo (CC,), entre outros. Dados obtidos em avaliacdo interlaboratoriais em ensaios
colaborativos também podem ser empregados (MOLOGNONI et al, 2016;
MOLOGNONI et al., 2017).



Tabela 3 — Resultados das incertezas de medi¢do do método quantitativo de sulfito através de diferentes abordagens de estimativa.
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Fontes de incerteza padrao tipo B (herdadas)

Unidade de

Unidade de

Tipo Fonte Valor Divisor  u(xi) entrada Distribui¢ao Ci u(yi) saida Vett
B Pesagem u(mc) 0,0010 2,00  0,0005 g Normal  -280,82 0,14 mg kg! 0
B Volume u(V) 0,0019 2,00  0,0010 mL Normal 200,58 0,19 mg kg! 0
B  Fator de correcio u(Ver)  0,0187 2,00  0,0094 mol L! t-Student 30,16 0,28 mg kg’ 0

Incerteza padrido combinada = 0,37 mg kg'!
Incerteza padrio expandida (k = 2,00) = 1 mg kg™!
Fontes de incerteza padrao tipo A (experimentais)
. . Unidade de e . . Unidade de

Tipo Fonte Valor Divisor  u(xj) entrada Distribuicao Ci u(yi) saida Vetr
A Repetitividade u(Rep) 5,3 2,52 2,1032 mg kg'! t-Student 1,00 2,10 mg kg’! 6
A Precisdo intermediariau(IP) 6,1 2,23 2,7354 mg kg! t-Student 1,00 2,74 mg kg! 12
A Recuperacao (bias) u(b) 3,33 2,23 1,4933 mg kg'! t-Student 1,00 1,49 mg kg’! 12

Incerteza padrdo combinada = 3,76 mg kg'!

Incerteza padrio expandida (k = 2,13) = 8 mg kg™!

u(xi) incerteza padrdo de entrada; u(y;) = incerteza padrdo de saida; Ci= coeficiente de sensibilidade.

Fonte: Molognoni et al. (2019).
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A incerteza de medicao do ensaio qualitativo foi determinada utilizando o teorema
de Bayes com sucesso. Entretanto, ndo foi possivel modificar a estimativa da
probabilidade do evento (taxa de falsos positivos) quando uma evidéncia adicional ao
evento (confirmacao do resultado através da seletividade) estava disponivel. Isso porque
foram obtidos 100% de concordancia entre os resultados (0% taxa de falsos negativos) e
todos os resultados do teste foram confirmados através de um método seletivo. Dessa
forma, os resultados qualitativos de sulfito tiveram probabilidade de 100% de acerto e 0%
de relatar um resultado falso positivo.

Os procedimentos de validagdo de métodos analiticos devem simular a real rotina
que os analitos sdo submetidos em condi¢des de medi¢ao (MOLOGNONI et al., 2018).
Entretanto, simular a precisdo do método em longo prazo torna-se dificil, considerando o
espaco amostral geralmente utilizado nesses experimentos. Por outro lado, a seletividade
pode comprometer a confiabilidade dos resultados quando novas amostras sdo medidas,
0 que parece ser um fato corriqueiro em rotina de laboratorios de controle de alimentos.
Considerando a diversidade e complexidade das matrizes alimentares e o espaco amostral
das medidas, conclui-se que as diferentes fontes de incertezas (tipo A, tipo B e
probabilidades de acerto de ensaios qualitativos) possuem perfis diferentes. As incertezas
do tipo A de ensaios quantitativos inicialmente tendem a ser superestimadas (figura 2).
Entretanto, ao longo do tempo e com o aumento do nimero de graus de liberdade durante
a rotina analitica, as fontes aleatdrias de incerteza tendem a diminuir. Isso ocorre porque
o fator v/n da equagio 1, cresce lentamente a medida que aumentamos o niimero de
medidas n. Na pratica, precisamos de um grande nimero de medi¢des para diminuirmos
a incerteza padrdo experimental proveniente do desvio padrao da média. Por outro lado,
isso ocorrera naturalmente em um laboratério de controle com um numero grande de
amostras por ano, se o método de medigdo estiver adequadamente implementado e seus
analistas altamente capacitados. Ao contrario do perfil das incertezas do tipo A, as
incertezas do tipo B tendem a aumentar com o passar do tempo. Isso porque
procedimentos analiticos adicionais podem ser inseridos na rotina apos os trabalhos de
confirmacao de seu desempenho. A dilui¢do de amostras com elevada concentracao do
analito e mudangas das faixas nominais dos instrumentos sdo inevitaveis ao longo da
rotina. Nesse caso, as incertezas se repetem muitas vezes € se propagam até atingirem
uma ordem de grandeza igual ou maior que os desvios experimentais, por sua vez,
diminuem com o aumento do mensurando (MOLOGNONI et al., 2017; OLIVEIRA et
al., 2016).
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Figura 2 — Grafico teodrico dos diferentes perfis de incertezas obtidos a partir de medidas quimicas laboratoriais, desde suas avalia¢des de desempenho inicial
até infinitos nimeros de medidas em rotina laboratorial sob condi¢des de precisdo intermedidaria.
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Fonte: Molognoni et al. (2019).
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Por outro lado, as incertezas de ensaios qualitativos podem ser inicialmente
subestimadas. Os procedimentos de confirmag¢do de desempenho ndo conseguem simular
a diversidade das matrizes encaminhadas ao laboratério em longo prazo e manter a
imparcialidade dos analistas. Nesse caso, novas matrizes requerem novas avaliagcdes de
seletividade no limite de agdo estabelecido para o método. Muitas vezes, essas avaliagdes
sdo negligenciadas quando o método ja esta implementado na rotina analitica, utilizando
apenas dados empiricos obtidos anteriormente por semelhangca das amostras. Dessa
forma, a incerteza tende a aumentar ao longo do tempo, ja que novas probabilidades de

acerto sdo geradas, fornecendo diferentes taxas de falsos positivos.

4 CONCLUSAO

As incertezas de natureza randomica obtidas através de experimentos de
confirmac¢do de desempenho de métodos analiticos sdo boas fontes para estimar uma
incerteza global. Entretanto, sdo apenas o inicio para representar uma IM tedrica. Essas
incertezas devem estar sempre atualizadas conforme o desempenho do método em rotina
analitica, conforme a composi¢ao da amostra, natureza da medida e analistas de alimentos

para conferir maior confiabilidade dos resultados.



179

REFERENCIAS

ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS (AOAC). Method
990.28. Official Methods of Analysis 19ed. Arlington, ch.9, p.2, 2015.

BRASIL. Ministério da Agricultura. Secretaria Nacional de Defesa Agropecuéria.
Laboratorio Nacional de Referéncia Animal (LANARA). Portaria n® 01, de 07 de
outubro de 1981. Métodos Analiticos Oficiais para Controle de Produtos de Origem
Animal e seus Ingredientes. Brasilia: Ministério da Agricultura, 1981.

ELLISON, S. Implementing measurement uncertainty for analytical chemistry: the
Eurachem Guide for measurement uncertainty. Metrologia, v. 51, n. 4, p. 199-205,
2014.

EUROPEAN FEDERATION OF NATIONAL ASSOCIATIONS OF
MEASUREMENT, TESTING AND ANALYTICAL LABORATORIES (EUROLAB).
Technical Report No. 1/2007: Measurement Uncertainty Revisited: Alternative
Approaches to Uncertainty Evaluation, Paris, 2007.

INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION (ISO). Standard
ISO/IEC 17025:2017: General requirements for the competence of testing and
calibration laboratories.Geneéve, 2017.

INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION (ISO). GUIDE
98-3:2008: Uncertainty of Measurement - Part 3: Guide to the Expression of
Uncertainty in Measurement (GUM: 1995). 1 ed. Geneve, Switzerland. p. 120, 2008.

MASSART, D. et al. Data Handling in Science and Technology Volume 20A.
Handbook of Chemometrics and Qualimetrics. Amsterdam: Elsevier, 1997.

MOLOGNONI, L. et al. A multi-purpose tool for food inspection: Simultaneous
determination of various classes of preservatives and biogenic amines in meat and fish
products by LC-MS. Talanta, v. 178, p. 1053 - 1066, 2018.

MOLOGNONI, L. et al. Different approaches for digestion, performance assessment
and measurement uncertainty for the analysis of cadmium and lead in feeds. Food
Analytical Methods, v. 10, p.1787-1799, 2016.

MOLOGNONI, L. et al. Influence of method validation parameters in the measurement
uncertainty estimation by experimental approaches in food preservatives analysis. Food
Chemistry, v. 282, p. 147-152, 2019.

MOLOGNONI, L. et al. The role of measurement uncertainty in the conformity
assessment of the chemical composition of feeds. Microchemical Journal, v.131, p.79-
91,2017.

OLIVEIRA, T. et al. Method development and total uncertainty estimation for boron,
sulfur and phosphorus determination in mineral fertilizer using ICP OES. Journal of the
Brazilian Chemical Society, v.27, p.2021-2033, 2016.



180

PULIDO, A. et al. Uncertainty of results in routine qualitative analysis. 7rAC Trends in
Analytical Chemistry, v.22, p.647-654, 2003.

ROBBINS CARLOS, K.; DE JAGER, L. Comparison of multiple methods for the
determination of sulphite inAllium and Brassica vegetables. Food Additives &
Contaminants: Part A, v.33,n. 10, p. 1509-1517, 2016.

ROBBINS, K. et al. Development of a Liquid Chromatography—Tandem Mass
Spectrometry Method for the Determination of Sulfite in Food. Journal of agricultural
and food chemistry, v. 63, p. 5126-5132, 2015.

ROZET, E.et al. Models to estimate overall analytical measurements uncertainty:
Assumptions, comparisons and applications. Analyticachimica Acta, v. 702, p.160-171,
2011.

RUIZ-CAPILLAS, C.; JIMENEZ-COLMENERO, F. Application of flow injection
analysis for determining sulphites in food and beverages: A review. Food Chemistry, v.
112, n. 2, p. 487-493, 2009.

SONG, R.; SCHLECHT, P.; ASHLEY, K. Field screening test methods: performance
criteria and performance characteristics. Journal of Hazardous Materials, v. 83, n. 1-2,
p. 29-39, 2001.

TAYLOR, B. Guidelines for Evaluating and Expressing the Uncertainty of NIST
Measurement Results, Diane Publishing, 2009.



181

CONCLUSAO GERAL E PERSPECTIVAS

As carnes e derivados ainda sdao considerados muito importantes para uma dieta
equilibrada devido a sua riqueza nutricional, mesmo relacionadas a muitas doengas. Além
disso, a industrializacdo da carne ¢ uma fonte geradora de desenvolvimento econémico e
tecnoldgico para o Brasil. As evidéncias apresentadas nesta tese de doutorado corroboram
a decisdao da Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC) de classificar as
carnes processadas como cancerigenas para humanos. No entanto, este estudo demostrou
que essa classificacao deve considerar os diferentes tipos de produtos carneos, bem como
a composi¢ao quimica e microbiologica das matrizes e tipo de processamento. O 1,4-
dinitro-2-metilpirrole (DNMP) e o acido etilnitrolico (ENA) foram detectados em
amostras de salsicha, mortadela, paté e bacon comercializados no Brasil. Concluiu-se que
as amostras, além de estarem ndo conformes quanto ao uso de conservantes, também
apresentavam condigdes sanitarias inadequadas que favoreceram a formagao de ENA ¢
DNMP, caracterizando um problema de satde publica. Foi demonstrado que os
constituintes alimentares (antioxidantes) e modificagdes no processamento podem
influenciar na formagao e estabilidade de compostos toxicos que podem estar presentes.

Foi possivel tragar um perfil fisico-quimico de matrizes complexas, como os
produtos céarneos, proporcionada pela a aplicabilidade das ferramentas analiticas
inovadoras desenvolvidas. Desenvolveram-se com éxito métodos analiticos capazes de
determinar moléculas com distintas caracteristicas em varios tipos de carnes, pescados e
derivados. Diferentes abordagens estatisticas foram projetadas permitindo a reprodugdo
de medi¢des de confiabilidade, gerando novos modelos, hipoteses e ferramentas para a
Metrologia Quimica. Os compostos mutagénicos ENA e DNMP foram sintetizados e
caracterizados com sucesso, permitindo uma pureza suficiente para o desenvolvimento e
validacao do primeiro método de anélise simultanea em produtos carneos.

A cepa selvagem LB-UFSC 001 de L. bulgaricus biodegradou os compostos
mutagénicos ENA e DNMP formados em mortadelas processadas neste estudo. A
deteccdo dos principais metabolitos das reagdes de biodegradagdo levantou hipdteses
como: acao desmutagénica provida por L. bulgaricus sobre o ENA e DNMP através de
reagcdes enzimaticas envolvendo nitrorredutases e nitrilas hidratases. As incertezas
experimentais e tedricas levantadas neste estudo conferiram credibilidade e expuseram as

suas principais limitagdes.



182

A importancia desta tese de doutorado para a ciéncia e sociedade cobriu aspectos
de seguranca alimentar, seguranca quimica, entre outros aspectos relacionados a
seguranca do consumidor. Foi demonstrada inovagao quimica atraves da publicacdo de
seis artigos cientificos em periddicos internacionais com estratos Qualis Capes Al,
gerando resultados surpreendentes para a Ciéncia dos Alimentos. Até o momento, foram
contabilizadas 21 citagdes aos trabalhos desta tese na base Scopus, resumos expandidos
foram apresentados em congressos internacionais, bem como palestras derivadas de sua
fundamentagao teodrica foram apresentadas em institutos de pesquisa e feiras comerciais.
Além disso, pela primeira vez na literatura foram demonstrados detalhes sobre a
formagdo, estabilidade e degradacdo do ENA e DNMP em condi¢des reais de
processamento de carnes. Esses resultados poderdo auxiliar em novas reavaliagdes sobre
o uso de conservantes em produtos carneos.

Estudos complementares, como a protedmica comparativa da expressao
diferencial de proteinas induzidas pela presenca de DNMP e ENA em processo
fermentativo com L. bulgaricus estdo sendo conduzidos para elucidar quais potenciais
enzimas estdo atuando na biodegradacdo descrita nesta tese. Compreender a formacao
desses carcinogénicos pode apoiar melhor a avaliagdo de risco para o aumento da

incidéncia de canceres relacionados a fatores ambientais como a dieta.
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APENDICE A - Sintese dos mutagénicos

2-metil-1,4-dinitro-pirrol (DNMP): duas solucdes foram preparadas dissolvendo-se 16,5
de nitrito de sodio em 64 mL de 4agua e 4,41 g de sorbato de potassio em 1300 mL de
agua. As duas solugdes foram misturadas e aquecidas a temperatura de 60°C, mantendo-
se o pH em torno de 3,5 por gotejamento direto de acido sulfurico 2 mol/L sobre o meio
reacional, durante duas horas. Procedeu-se a particdo com diclorometano em funil de
separacao, adicionando-se cinco volumes de 75 mL. A fragdo precipitada, de cloragao
amarela (fase orgénica), foi lavada com duas por¢des de 100 mL de solugdo saturada
de bicarbonato de sdédio. Em seguida, foi seca em sulfato de sddio e carvao ativo, filtrada
e finalmente evaporada em rota-evaporador. Foram obtidos cerca de 200 mg do

composto.

Acido etilnitrélico (ENA): um volume de nitroetano (8 mL) foi adicionado a uma solugéo
de hidroxido de potassio 1 mol L' (100 mL). Um total de 8,9 g de nitrito de sédio foi
solubilizado nessa solugdo em meio controlado 4 0 °C. Acido sulfarico (5 mol L) foi
gotejado para manter o pH do meio em 4.2, sob controle de um potencidometro.
Utilizaram-se quatro volumes de éter etilico (50 ml cada) para a extragdo do composto
num funil de separagdo. Em seguida, a fase organica obtida foi seca em sulfato de sodio
e carvao ativado e posteriormente filtrado. Finalmente, o produto foi recristalizado
utilizando cloroférmio.

O espectro de ressondncia magnética nuclear (RMN) de 'H e 3C foi obtido no
espectrometro Bruker Avance 200, operando em 200 MHz. Cerca de 20 mg de dos
compostos dissolvidos em cloroférmio deuterado (CDCI3), utilizando-se tetrametilsilano
(TMS) como padrao interno. Os deslocamentos quimicos (0) estdo relacionados em parte
por milhdo (ppm) da frequéncia de operagdo em relagdo ao TMS. Entre parénteses estao
a multiplicidade (s = singleto, d = dubleto, dd = duplo dubleto, t = tripleto, m = multipleto,
sl = singleto largo), o nimero de hidrogénios deduzidos da integral relativa e a constante

de acoplamento (J) expressa em Hertz (Hz).
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Tabela A1 — Resultados da caracterizagao por espectro de ressonancia magnética nuclear (RMN)
("HNMR, 200 MHz, CDCl5) para o acido etilnitrolico.

Chemical shifts, in ppm (9) Multiplicity parameters*
2.46 singlet, 3H, CH3
9.86 broad, 1H, OH

Figura A1 — Resultados da caracterizacdo por espectrometria de massas em tandem (MS/MS) do
acido etilnitrolico, conforme mencionado no capitulo I11.
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Tabela A2 — Resultados da caracterizagao por espectro de ressondncia magnética nuclear (RMN)
("HNMR, 200 MHz, CDCl5) para o 2-metil-1,4-dinitro pirrol.

Chemical shifts (0), in ppm Multiplicity parameters
2.65 s, 3H, CH3

7.93 d, 1H, CH-C-NO>

8.90 d, 1H, CH-N-NO:

Figura A2 — Resultados da caracterizagdo por espectrometria de massas em tandem (MS/MS) do
2-metil-1,4-dinitro pirrol, conforme mencionado no capitulo III.
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Tabela A3 — Parametros instrumentais de espectrometria de massas utilizados durante o

desenvolvimento do capitulo IV.

fon fons de
DP EC
Analito (nimero do Cas) precursor fragmentacao
) ) V) V)
(m/z,in Da) (m/z, in Da)
125,1; 67,0;
2-metil-1,4-dinitro pirrol (75142-42-6) 171,9 30-61 23
109,0
5-metil-1-nitro-3-aminopirrol  (135325- 125,0; 110,0;
142,0 25-50 25
54-1) 81,0
I-metilpirrolidina-3-amino (13220-27-4)  101,0 57; 43 25-100 25
2-metil-1H-pirrol (636-41-9) 82,0 67,0; 39,0 25-100 23
1-H-pirrol (109-97-7) 68,0 39,0; 41,0 25-100 15
I-metilimidazol (616-47-7) 83,0 56,0; 54,0; 42,0 56 10
Acido etilnitrolico (600-26-0) 102,9 46,1;42,7;41,0 -50 -50
Oxido de acetonitrila (7063-95-8) 56,5 41,0 (-) 10-50 -40
Acido acetohidroxamico (546-88-3) 76,0 57,0; 56,0;41; 50 35
Acetamida (60-35-5) 59,0 43,0; 44,0 25-100 17
Acido sorbico (110-44-1) 112,9 67,0; 65,0 56 17
Cloreto 3,5-dinitrobenzoico (99-33-2) 2109 166,9 -45 -14
N-nitrosopirrolidina-d4 (57371-40-1) 105,1 59,2;44,2; 41,1 86 50
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APENDICE B — Modelagem matematica para a estimativa de incertezas de

medicao

Incerteza padrdo combinada (68%): propagacdo de todas as incertezas padrdo de saida

(68%) do processo de medigdo, mostrado pela equacao S1.

2 2 0 63
=52+5,%+ z z [ (ax ({x]) + Ti—ax-afc?]uz(xi)uz(xj) (B1)

i=1nj=1n

Onde u.: incerteza padrdo combinada, S,: variancia referente ao efeito randomico do
instrumento ¢ S,;: variancia referente efeito randomico do processo analitico, onde zi

representa o numero de variaveis de medicao.

2
1 ( 9%f of U2
A sentenga (lel'n Yi=1n IZ ( o ax,-) + ox; axl axl (x;) u®(x;) |, representa a
propagac¢do de variancias e covariancias dependentes do modelo.
af of .
Onde, x;, x; = variavelis, o o = derivadas parciais do modelo global e r;; = coeficiente
Xi 0%

de correlacao estimado.
As equacdes S2 e S3 foram aplicadas para determinar os pardmetros de correlagdo das

variaveis durante o estudo:

u(yu y] 1)Z(xl - 1) (Xj ) (B2)
_ u(xl-,xj)
T(yi,yj) T u (x1).u (xj) (B3)

Where y; = input variable x;; y; = input variable x;; X, = mean value of x;; X, = mean
value of x;; r(yl-, yj) = correlation coefficient of the output standard uncertainties y; and
Yj-

Incerteza padrdo expandida (95%): Por fim, a incerteza padrao expandida foi

calculada conforme a Equagao S4:
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Uy) = k.uc.(y:) (B4)

Onde U(y;) = incerteza padrao expandida; uc(y;) = incerteza padrao combinada k =
coeficiente de abrangéncia com 95% de probabilidade de aceto considerando uma
distribuicao tipo t-Student.

Equagdo S5 mostra o Erro normalizado (En%)
X; — x]'

’Uiz + U]Z (BS)

Onde i e j s3o médias independentes de pardmetros de mesma unidade dimensional e Ui

E, =

e Uj sdo suas respectivas incertezas padrao expandidas (95%). Valores de E,, abaixo de 1

ndo aprsentam diferenca significativa.
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2-methyl-1,4-dinitropyrrole (DNMP)
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Analysis of DNMP by LC-MS/MS, where A: reverse phase chromatogram of three transitions employing

cyanopropyl stationary as phase; B: mass spectra of the DNMP (exact mass: 171.0 g mol™!), parent ion:
171.9 m/z, fragments: 126.0 m/z (loss of NO,), 110.9 m/z (loss of NO», CH3), and 66.8 m/z (loss of NO»,

NO,, CHs).
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