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RESUMO

As N-Nitrosaminas (NAs) foram recentemente descobertas como
contaminantes em diferentes matrizes, entre elas produtos carneos processados.
Estes compostos possuem um alto potencial carcinogénico, que amplia a
preocupacdo sobre o assunto. A formacdo das NAs em alimentos carneos é
proveniente da reacdo entre o nitrito, que € utilizado como conservante nesses
produtos, e substratos nitrosaveis, como as aminas secundarias. Devido a possivel
formagdo das NAs em produtos de consumo humano e o risco gerado a saude do
consumidor, alguns 6rgaos reguladores estabelecem limites para as concentragdes
das NAs. Diferentes métodos analiticos ja foram utilizados para a determinagao das
NAs, tais métodos geralmente sdo baseadas no uso de equipamentos robustos,
porém com preparos de amostra classicos como extracao liquido-liquido e extragao
sélido-liquido. Dessa forma, foi proposto no presente projeto o emprego da técnica
de Microextracdo em Fase Sélida (SPME) pelo modo headspace (HS), a qual possui
atributos que conferem um carater mais eficiente e verde que as demais extracdes
convencionais, permitindo alcancar baixos limites de detec¢do ao ser combinada
com a técnica de Cromatografia Gasosa com detector de ionizagcdo em chama
(GC/FID). Esta técnica cromatografica € amplamente utilizada em Laboratérios de
Controle de Qualidade devido ao seu custo mais acessivel, logo difundir sua
aplicabilidade nas determinagdes das NAs & um fator positivo a ser explorado.
Foram otimizados parametros instrumentais para a separacdo e deteccio
adequadas da N-Nitrosodietilamina (NDEA) e N-Nitrosodimetilamina (NDMA), os
quais resultaram em uma corrida cromatografica de cerca de 8 minutos. Os
diferentes parametros da HS/SPME otimizados revelaram como condi¢des ideais o
emprego da fibora PDMS/Car/DVB, solugdo da amostra em pH 7, for¢a idnica
ajustada para 30% de NaCl, temperatura de extragdo de 35 °C e tempo de extragcao
60 min. Além disso, foram avaliados os parametros de mérito do método analitico
desenvolvido, obtendo-se limite de detecgdo de 4 e 38 ug Kg' e de quantificagéo
entre 14 e 156 ug Kg' para NDEA e NDMA, respectivamente. O desvio padrio
relativo das precisdes (intra-dia e inter-dia) variou entre 2,6 a 11,6% e os valores das
recuperagoes ficaram na faixa de 92,3 a 111,5%.0 método desenvolvido foi aplicado
para duas amostras comerciais de salsicha obtidas em diferentes comércios locais,
nas quais nao foram detectadas as NAs avaliadas. Para alcancar limites inferiores
aos obtidos e permitir a quantificagdo do analito, outros ajustes na técnica poderiam
ser explorados para aumentar sua eficiéncia.

Palavras-chave: NDEA; NDMA; N-Nitrosaminas; Contaminantes; Cromatografia
Gasosa; Microextragcdo em fase sélida; produtos carneos.



ABSTRACT

N-Nitrosamines (NAs) have recently been discovered as contaminants in
various matrices, including processed meat products. These compounds possess a
high carcinogenic potential, raising significant concerns. The formation of NAs in
meat products originates from the reaction between nitrite, used as a preservative in
these products, and nitrosatable substrates such as secondary amines. Due to the
potential formation of NAs in products for human consumption and the associated
health risks, some regulatory bodies establish limits on NA concentrations. Various
analytical methods have been employed to determine NAs, often relying on robust
equipment and classical sample preparations such as liquid-liquid extraction and
solid-liquid extraction. In this project, we propose the use of Solid-Phase
Microextraction (SPME) in the headspace (HS) mode, a technique with attributes that
make it more efficient and environmentally friendly than conventional extractions.
When combined with Gas Chromatography with Flame lonization Detector (GC/FID),
this method allows for achieving low detection limits. This chromatographic technique
is widely used in Quality Control Laboratories due to its cost-effectiveness, making its
application in NA determinations a positive aspect to explore. Instrumental
parameters were optimized for proper separation and detection of
N-Nitrosodietilamine (NDEA) and N-Nitrosodimethylamine (NDMA), resulting in a
chromatographic run of approximately 8 minutes. The optimized HS/SPME
parameters identified the use of the PDMS/Car/DVB fiber, a sample solution at pH 7,
ionic strength adjusted to 30% NaCl, extraction temperature of 35 °C, and an
extraction time of 60 minutes as ideal conditions. Additionally, the analytical method's
performance parameters were evaluated, yielding detection limits of 4 and 38 ug Kg™*
and quantification limits between 14 and 156 pg Kg™* for NDEA and NDMA,
respectively. The relative standard deviation of precision (intra-day and inter-day)
ranged from 2,5 to 11,6%, and recovery values fell within the range of 92,3 to
111,5%. The developed method was applied to two commercial sausage samples
obtained from different local retailers, where the evaluated NAs were not detected. To
achieve lower limits and enable analyte quantification, further adjustments to the
technique could be explored to enhance its efficiency.

Keywords: NDMA; NDEA; N-Nitrosamines; Contaminants; Gas Chromatography;
Solid-Phase Microextraction; meat products.
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1. Introducao

As N-Nitrosaminas (NAs) sao compostos organicos N-nitrosos que tém
atraido muito interesse no meio cientifico ao serem recentemente descobertas como
contaminantes em diferentes matrizes, como alimentos defumados e grelhados,
laticinios, fumaca do cigarro, medicamentos e até mesmo em agua residual.

A origem da formagao desse contaminante pode variar de acordo com a
amostra analisada. Em produtos carneos as NAs s&o provenientes da reacéo entre o
nitrito ou oxido nitroso e substratos nitrosaveis como aminas secundarias. A maioria
dos ions nitrosénio gerados em produtos carneos provém do nitrito, que geralmente
é utilizado atuando como aditivo alimentar no processamento de carnes, sendo ja
comprovado a correlacédo de seu teor com a presenca de NAs.

A preocupacao sobre essa tematica é cada vez maior, visto que esse grupo
de compostos possuem um alto potencial carcinogénico. Desse modo, a exposigao
as NAs acima de niveis aceitaveis e por longos periodos aumenta
consideravelmente o risco da ocorréncia de cancer de eséfago, colorretal e gastrico.

Com o conhecimento do risco a saude gerado pelas NAs, diferentes
organizagbes estabeleceram limites maximos em alimentos. Dessa forma, o
desenvolvimento de novas metodologias simples e eficazes na determinagdo das
NAs torna-se fundamental para o controle de qualidade.

Atualmente os métodos analiticos disponiveis para determinagcéo de NAs sao
baseadas no uso de equipamentos robustos e elevado valor de aquisicéao e
manutencdo como o GC-MS ou LC-MS, associados a preparos de amostra classicos
como a extragdo em fase solida ou extragao liquido-liquido.

Dessa forma, o presente trabalho investigou o emprego da técnica de preparo
de amostra miniaturizado de Microextragdo em Fase Sodlida (SPME, do inglés
“Solid-Phase Microextraction”) pelo modo headspace (HS), a qual € mais eficiente e
verde que as extragdes convencionais, para ser combinado com a técnica de
Cromatografia Gasosa acoplada com detector de ionizagdo em chama (GC-FID), a
qual é amplamente utilizada em Laboratérios de Controle de Qualidade devido ao

seu custo de aquisi¢gao e manutencdo mais acessivel.
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2. Revisao da Literatura
2.1. N-Nitrosaminas

As N-Nitrosaminas (NAs) sdo uma classe de compostos organicos N-nitrosos,
aromaticos ou alifaticos, que possuem o R,N-NO como componente estrutural
basico. Eles também contém um grupo nitroso funcional ligado a um atomo de
nitrogénio (THRESHER et al., 2020).

As NAs sao conhecidas por serem substancias altamente toxicas, e que
mesmo em niveis residuais, provaram causar carcinogénese e mutagénese em
animais e humanos, levando assim a uma série de doengas, como cancer de
es6fago, colorretal e gastrico (LU et al., 2017). Dessa forma, a Agéncia Internacional
de Pesquisa sobre Cancer (IARC) classificou algumas NAs como provavelmente
cancerigenos para humanos (Classe 2A), dentre elas a N-Nitrosodimetilamina
(NDMA) e a N-Nitrosodietilamina (NDEA), as quais tém suas estruturas
apresentadas na Figura 1.

Figura 1. Estrutura da N-Nitrosodimetilamina (NDMA) e N-Nitrosodietilamina
(NDEA).

O
.0
N \\/N‘N’
NDMA NDEA

Fonte: Adaptado de BHARATE, 2021.

A NDMA é um composto soluvel em agua, sua temperatura de vaporizagéo é
de 152 °C e a pressédo de vapor € de 2,7 mmHg a 20°C. Por sua vez, a NDEA
também é um composto soluvel em agua, sua temperatura de vaporizagéo é de 172
°C e a pressao de vapor é de 0,86 mm Hg a 20 °C (HAYNES, 2014; KLEIN, 1982).

Uma vez conhecidos os efeitos nocivos das NAs e algumas propriedades da
NDMA e da NDEA que viabilizam a sua determinacgéo, é necessario entender como

sao formadas e em quais tipos de produtos podem estar presentes.
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2.2. Ocorréncia das N-Nitrosaminas em produtos carneos

Devido a alta toxicidade, as NAs ja foram alvo de estudos, sendo detectadas
em farmacos, cigarros, laticinios, agua e até mesmo em alimentos defumados e
grelhados (FARRE et al., 2023; PEREZ-ORTUNO et al., 2016; DUTRA et al., 2008).

A formacdo das NAs em alimentos carneos sao provenientes da reacio entre
o nitrito ou 6xido nitroso e substratos nitrosaveis como aminas secundarias, como
mostrado na Figura 2. A maioria dos ions nitrosénio (NO*) em produtos carneos
provém da presenca do nitrito, o qual se converte nesta espécie na presenca de
meio acido que atua como catalisador. Devido aos seus efeitos bactericidas e de
protecdo de cor, o nitrito geralmente é utilizado como aditivo alimentar no
processamento de carnes, sendo ja comprovado a correlagdo de seu teor com a
presenca de NAs (WOGAN, et al., 1975; DOMANSKA-BLICHARZ, et al., 2005).

Figura 2. Mecanismo de formagéo de nitrosaminas em produtos carneos.

Bacon Salames Presunto Peixe defumado | | LEEUMES &M conserva

+»~ Mecanismo de formacdo de nitrosaminas em prﬂ-dutos carneos.

0
N > |||
N— 0H+H+—-N\3HE—-N+HD

O O
I I

N N

/'\‘m > T
R—N*—H —— R—N

AY; |

i R R .
; Aminas Secundarias Compostos N-Nitrosos

- _——

Fonte: (Adaptado de XIE, 2023)

As aminas que sofrem nitrosacdo em produtos carneos sao frequentemente
aminas secundarias, parte das quais provém da oxidagao excessiva de proteinas, e
a outra parte é derivada das reacdes de ciclizacdo e desaminacdo das aminas

biogénicas presentes na carne (XIE, et al., 2023).
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A formacdo das NAs em produtos de consumo humano e o risco gerado a
saude do consumidor requer que os 6rgaos reguladores estabelegam limites para as

concentragdes das NAs.

2.3. Legislagao

Sabendo do potencial carcinogénico das NAs, diferentes paises e
organizagbes estabeleceram limites maximos para os produtos carneos
processados. A Food and Drug Administration da China estipulou no GB 2762—-2017
“Contaminant Limits in Food Standards” que o limite de NDMA é de 3,0 ug kg,
enquanto que a Food and Drug Administration do Canada estipula que a quantidade
de NDMA n&o deve exceder 10 ug kg™ e o Departamento de Agricultura dos Estados
Unidos limita o conteido de NAs volateis em produtos carneos para 10 ug kg™
(YAHAYA A. et al., 2020).

Num ambito nacional, a legislagdo atual brasileira ainda ndo possui limites
maximos para as NAs nesses produtos, todavia a RDC n° 272, de 14 de marco de
2019 controla a quantidade de nitrito utilizado como conservantes em carnes,
definindo como limite maximo de 0,015g a cada 100g. Esses limites tém o intuito de
conter e minimizar a formagdo de NAs nesses produtos, visto que esses
conservantes estao associados diretamente na quantidade de NAs formadas e,
consequentemente, presente no produto final.

Com essas informagdes pode-se observar a existéncia de algumas lacunas
na legislacdo nacional e global referentes a determinagcéo de um nivel permitido de
NDEA em matrizes carneas. Tal fato é preocupante visto que, assim como a NDMA,
a NDEA também € uma das substancias cancerigenas ativas com maior potencial
de carcinogenicidade e genotoxicidade segundo classificagao IARC, sendo que sua
presenca ja foi quantificada por estudos nessa matriz por meio de diferentes
métodos analiticos (ANDRADE et al., 2005; HUANG et al.,2013; RAZEMANI et al.,
2015).

2.4. Métodos analiticos para determinagao de NAs

Na década de 80, com a identificacdo de NDMA em produtos alimenticios e

em bebidas, as pesquisas foram majoritariamente direcionadas para a determinacéo
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de NAs volateis. De modo geral, o preparo de amostras consistia na extracdo das
NAs da matriz por vacuo, arraste de vapor, ou 6leo mineral e destilagdo, e
quantificacdo por cromatografia a gas com detector de quimioluminescéncia,
conhecido como TEA (Thermal Energy Analyzer). Esse detector tem a vantagem de
ser seletivo para o grupo N-N=O e até hoje é usado em alguns laboratérios. Por
outro lado, a seletividade desse detector nao permite aplicagdo abrangente e sendo
assim muitos laboratérios optaram por empregar o espectrémetro de massas como
detector (PENSABENE et al., 1882; AGLIO et al., 2022).

Nos ultimos anos a comunidade cientifica tem explorado novas metodologias
para a determinagdo de NAs em concentragdes entre ug L' e ng L, geralmente
empregando a cromatografia gasosa (GC) acoplada a analise de energia térmica
(TEA) ou espectrometria de massa (MS) (RAZEMANI et al., 2015; HUANG et al.,
2013; CAMPILLO et al., 2011), dessa forma gerando um aumento notavel no numero
de artigos publicados na literatura cientifica e fomentando a discussédo sobre esse
tema. Todavia existe uma tendéncia a utilizacdo do MS devido a identificagao
inequivoca dos analitos propiciada por este detector. Dessa forma, as metodologias
empregadas frente as NAs estdo baseadas no uso de equipamentos robustos,
associados a preparos de amostra classicos como extracdo liquido-liquido e
extracao sélido-liquido (HUANG et al., 2013).

Na Tabela 1 sido apresentados alguns métodos da literatura para
determinacao de NAs em produtos carneos.

Tabela 1. Técnicas da literatura para determinacdo de NAs em produtos carneos.

Técnicas Amostra  Analitos LOD (ngg™') Referéncia
a Salsichas e NDMA, 0,45 RAZEMANI et
MAE-DLLME-GC-MS
salames NDEA 0,32 al., 2015
b Produtos NDMA, 0,12 HUANG et al.,
D-u-SPE-GC-CI-MS
carneos NDEA 0,06 2013
Produtos NDMA, 3,86 OZEL et al.,
SPE-GCxGC-NCD*¢
carneos NDEA 2,32 2010

NDMA, 3,00 ANDRADE et
NDEA 3,00 al., 2005

HS-SPME-GC-TEAY Salsicha
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2Extracao assistida por microondas e microextracdo dispersiva liquido-liquido acoplada a
cromatografia gasosa — espectrometria de massa;
PExtragéo dispersiva em fase micro sdlida - cromatografia gasosa com espectrometria de massa de

ionizagao quimica;
°Extracdo em fase sélida - Cromatografia gasosa — detector de quimioluminescéncia de nitrogénio;

9Microextragdo em fase solida headspace — cromatografia gasosa — analisador de energia térmica;

A maioria das técnicas da tabela 2 emprega detectores MS. Estes
equipamentos s&0 onerosos para aquisicdo e manutengdo. Dessa forma,
equipamentos com outros tipos de sistema de detecgdo podem trazer vantagens em
termos de disseminagao de metodologia em analises de rotina. Principalmente em
promover o emprego de instrumentos convencionalmente disponiveis nos
laboratorios de controle de qualidade das empresas, como o Cromatografo Gasoso
com detector por ionizagdo em chama (GC/FID). Este possui um custo de aquisigao
em manuteng¢ao muito inferior ao detector espectrémetro de massas, sendo o motivo
de sua ampla disseminagao nos laboratorios de analise.

Embora existam equipamentos disponiveis para permitir a separagcdo e
quantificagcéo, a preparagdo de amostras ainda apresenta um grande desafio, pois o
efeito da matriz pode dificultar a determinacdo dos analitos em baixas
concentragdes. Outra problematica envolvida a estas técnicas € o emprego de
solventes organicos toxicos em volumes nao despreziveis, dificultando o tratamento
de residuos e indo contra os preceitos da Quimica Verde.

Para compensar a menor sensibilidade de deteccao em equipamentos menos
sensiveis, como o GC/FID, etapas de pré-concentracdo sdo necessarias antes da
determinacdo de NAs. Além disso, devido a complexidade da matriz de amostra de
produtos carneos, o preparo de amostras também deveria minimizar os efeitos de
matriz na determinagdo. Dentre as diferentes técnicas empregadas, destaca-se a
microextracdo em fase solida (SPME do inglés “Solid Phase Microextraction”)
(TYHALI A. et al., 2022). A SPME tem o potencial para originar um método eficiente
para a pré-concentragao de NAs e limpeza da matriz das amostras antes da analise
GC. Além disso, permite eliminar o uso de solventes organicos e requer menos
etapas de processamento quando comparada com os métodos classicos como

extracédo liquido-liquido (LLE, do inglés “Liquid-liquid Extraction”).
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2.5. Microextragdio em Fase Solida no modo headspace e

Cromatografia Gasosa com detecc¢ao por ionizagdo em chama

O preparo de amostra miniaturizado baseado na SPME no modo headspace
(HS) tem o potencial de ser um método eficiente para a extragdo de NAs antes da
analise no GC/FID, pois tal método tem como vantagem o clean up muito eficiente,
diferindo dos métodos classicos. No modo HS/SPME é utilizado uma fibra de
extracdo exposta ao HS, com isso nao ha interferéncias de compostos nio volateis
da matriz da amostra e nem dos volateis que n&o interajam com uma fibra extratora.
Além disso, o modo HS permite uma extracao isenta de solvente, o que torna a
problematica do tratamento de residuos menos impactante visto a baixa geragao dos
mesmos ao fim do processo, e como nao emprega solventes organicos na extragao,
logo ndo havera um pico de solvente no cromatograma, o que torna o cromatograma
mais limpo (CALDAS et al, 2011).

A HS/SPME consiste basicamente em dois estagios como apresentado na
Figura 3. No primeiro ocorre a adsor¢gao dos compostos volateis presentes no HS do
frasco que contém a amostra, dessa forma promovendo a retencdo do analito na
fase estacionaria. No segundo ocorre a dessorc¢ao térmica dos analitos no injetor do
sistema de cromatografia a gas. (ZHANG; PAWLISZYN, 1993).

Figura 3. Etapas da microextragdo em fase solida no modo headspace (HS/SPME).

Exposicdo da Fibra Desorcdo
dR:CD|hImEI'IlD Expaosi¢ao da fibra
Fibra no injetor do GC
SPME Holder —_— —_—

Injetor do GC

72\
l (((1\))
. \ iy
\“ﬂ-.., - \x}\\x{n{/{/j — e

Coluna do GC
Fonte: Adaptado de (SCHMIDT, PODMORE, 2015)

Fibra
Amostra

No ponto de vista instrumental essa técnica é considerada simples, visto que

se fundamenta no principio fisico-quimico de sorgcao/dessorcao, e se baseia na
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cinética de transferéncia de massa e nos principios termodinamicos que descrevem
o equilibrio de particdo do analito entre as fases (SHIROIWA, 2019).

A sorcdo ocorre em material presente em uma fibra. A fibora de SPME
disponivel comercialmente consiste de um suporte de silica fundida com didametros
na faixa préoxima de 7 a 100 um e comprimentos geralmente de 1 cm, podendo ser
de 2 cm também, com revestimento de filme polimérico que torna a fibra mais
flexivel. A composi¢ao do filme polimérico da fibra pode ser composto por diferentes
tipos se diferindo de acordo com a polaridade, no intuito de ser seletivo na extragao
de analitos com diferentes polaridades. Para melhor manuseio, a fibra € conectada
ao holder (Figura 3), o qual permite que a fase extratora seja exposta ao meio ou
recolhida para dentro da agulha de acgo inoxidavel, dessa forma evitando danos na
fibora ao perfurar a tampa do frasco ou septo do injetor do GC (VALENTE;
AUGUSTO, 2000).

Diferentes tipos de fibra de SPME podem ser utilizadas para a extragao do
analito, sendo que cada uma possui recomendagdes especificas como pode ser
observado na Tabela 2.

Tabela 2. Fibras comerciais para SPME e suas caracteristicas.

Tipo de Fibra Cor Temperaturade Tipo de Analito Massa

Extracao Molar

Fibra de poliacrilato Cinza 280 °C Polares e semi 80-300
(PA) de 85 ym, polar volateis

Fibra de Vermelho 280 °C Analitos volateis 60-275

polidimetilsiloxano
(PDMS) de 100 pm,

nao polar

Fibra de PDMS de 30 Dourado 280 °C Nao polares e semi  80-500

MM, ndo polar volateis
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Fibra de Cinza 300 °C Volateis e semi 40-275
PDMS-Carboxen(Car) volateis
DVB de 50/30um,
Fibra de Roxo 300 °C Analitos semi volateis 50-300
PDMS-divinilbenzeno aromaticos

(DVB) de 65 um

Fibra de Carbon Wide  Azul 300 °C Gases e analitos 30-225
Range (WR)/ PDMS altamente volateis de
de 95 uym baixa massa
molecular

Fonte: Adaptado de (Supelco, 2023)

Para cada tipo de amostra, as condi¢cdes de extracdo podem ser otimizadas
de maneira a garantir melhores resultados. Varios parametros podem ser
modificados para que haja a otimizacado do processo. O controle da temperatura da
solugdo da amostra, por exemplo, auxilia na passagem dos analitos da fase liquida
para o HS, aumentando a concentracédo de analitos no headspace, de maneira que o
equilibrio seja deslocado para a fase solida, a fibora de SPME. Outro parametro
ajustavel é o tempo de exposicao da fibra no HS, de maneira que haja o tempo
necessario para que o sistema entre em equilibrio. Mais um parametro que pode ser
otimizado é a utilizagdo de sal, promovendo o efeito salting-out para que a agua
possa solvatar os ions dissociados do sal e com isso os analitos volatilizam com
maior facilidade (SHIROIWA, 2019).

Ao realizar a comparagdao com outros métodos de extracdo a HS/SPME
apresenta a vantagem de ser um processo analitico verde, pois n&o utiliza solventes
para extracdo ou eluicdo. Além disso, tem custo relativamente baixo e & de facil
automatizagao, sendo muito empregada para a extragao de compostos organicos a
partir de distintas matrizes em diversos niveis de concentragdo. Da mesma forma,
essa técnica permite a redugéo do numero de etapas de analise, integrando etapas

do processo analitico como amostragem, extragdo e concentragdo dos analitos.
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Logo, torna-se especialmente adequada quando hifenada a métodos analiticos tais
como a GC. (VAS; VEKEY, 2004)

A combinagao da extragcdo HS/SPME com a técnica de GC/FID, pode permitir
a geragcao de meétodos analiticos com caracteristicas unicas, associando a
seletividade da extracdo com a simplicidade e robustez do sistema analitico. Além
disso, essa combinacdo pode resultar em métodos com alta sensibilidade, ampla
faixa de resposta linear e baixo ruido, vantagens essas consideradas muito
importantes para a analise quantitativa.

Ao acoplar a HS/SPME com o GC, a fibra extratora contendo os analitos
extraidos é introduzida no injetor do cromatégrafo (Figura 4) para ser misturada com
0 gas de arraste e ser arrastada para a coluna, onde séo separadas de acordo com
as interagcdes com a fase estacionaria da coluna e com a rampa de temperatura, e
chegam ao sistema de detecgdo (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006). Os analitos
eluem da coluna em tempos diferentes e sdo monitorados por um detector
apropriado que gere resposta de acordo com suas caracteristicas quimicas. Um
software permite realizar o controle dos pardmetros do equipamento e tratar os

dados adquiridos.
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Figura 4. Esquema de um equipamento de Cromatografia Gasosa acoplado com
detector de ionizagdo em chama.
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Assim sendo, a HS-SPME e GC-FID combinados convergem com preceitos
de acessibilidade na realizagdo e aplicacdo das técnicas, principalmente no que
tange a aquisicdo e manutencdo do GC-FID, visto que tal equipamento possui um
custo muito inferior ao ser comparado com as demais técnicas com detectores
espectrobmetros de massas em tandem. Além disso, € um sistema amplamente
empregado em laboratorios de controle de qualidade.

Ja conhecendo o funcionamento e as vantagens do método a ser utilizado &
necessario realizar a validagdo do mesmo no intuito de legitimar o uso dessa

metodologia proposta.

2.6. Validagao de método

Milhées de testes, medicbes e exames sao feitos todos os dias em milhares

de laboratoérios ao redor do mundo. Praticamente todos os aspectos da sociedade
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sdo apoiados de alguma forma pelo trabalho analitico. O custo de realizagdo dessas
medi¢des é alto e custos adicionais podem surgir de decisdes tomadas com base
nos resultados. Por exemplo, testes que mostrem alimentos impréprios para
consumo podem resultar em pedidos de indenizagao; testes confirmando a presenca
de drogas proibidas em produtos carneos comerciais podem resultar em multas,
prisdo ou mesmo, em alguns paises, execugao. Obviamente, € importante fazer uma
medicao correta e ser capaz de mostrar que o resultado esta correto.

A validagdo do método € um requisito importante na pratica da analise
quimica. A validacdo do método € basicamente o processo de definir um requisito
analitico e confirmar que o método em consideragdo possui recursos consistentes
com o0 que a aplicagado exige. Inerente a isso esta a necessidade de avaliar o
desempenho do método. (EURACHEM, 2014)

Dentre os parametros de validagao que merecem atencao pode-se destacar a
seletividade, linearidade, exatidao, precisado e os limites de detecgao e quantificagao.

A seletividade analitica esta relacionada com a medida que o método pode
ser usado para determinar analitos particulares em misturas ou matrizes sem
interferéncias de outros componentes de comportamento semelhante (IUPAC,
2001). Em geral, na etapa de medigdo do método analitico € preciso certificar que a
propriedade medida € apenas do analito e ndo ha algo quimicamente ou fisicamente
semelhante na matriz da amostra, dessa forma surgindo como uma coincidéncia
causando assim interferéncias que podem causar um viés ao aumentar ou diminuir o
sinal atribuido no resultado da medigao.

O limite de deteccao (LOD) é a menor concentragao do analito que pode ser
detectada pelo método em um nivel de confianca especificado. Enquanto o limite de
quantificacdo (LOQ) estabelece o menor nivel em que o desempenho € aceitavel
para uma aplicagdo tipica (EURACHEM, 2014). Dessa forma, para o método
proposto ser aplicavel e confiavel o mesmo deve apresentar LOD e LOQ menor que
os limites impostos pelas legislagdes citadas anteriormente.

Dados os fatos, apés validado, a técnica HS-SPME-GC-FID permitira extrair
a NDMA e a NDEA de forma mais econdmica e verde, solucionando problematicas
atuais e possibilitando a comparagao da sensibilidade do novo método em relagao
aos métodos descritos na literatura (ANDRADE et al., 2005; HUANG et al .,2013;
RAZEMANI et al, 2015), dessa forma analisando a eficacia em relacdo a

sensibilidade do método e a reprodutibilidade do mesmo.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo Geral

Desenvolver um método analitico para determinacao de
N-Nitrosodimetilamina e N-Nitrosodietilamina em salsichas utilizando microextracao
em fase sélida no modo HeadSpace acoplada a cromatografia gasosa com deteccao

por ionizagdo em chama..

3.2. Objetivos Especificos

e Otimizar os parametros de separagado cromatografica da NDMA e NDEA no
GC/FID.

e Otimizar os parametros de preparo de amostra por HS/SPME para extragao
de NDMA e NDEA incluindo tipo de fibra, pH, forga iénica, uso de ultrassom,
temperatura e tempo de extracao;

e \Validar o método HS/SPME-GC/FID para determinacdo de NDMA e NDEA
incluindo os parametros seletividade, linearidade, precisao, exatidao, limite de
deteccéo e limite de quantificacao;

e Aplicar o método em amostras de salsicha comerciais para investigar a
presenca de NDMA e de NDEA.
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4. Metodologia

4.1. Padroes, reagentes e materiais

Os padrdes analiticos N-Nitrosodimetilamina (NDMA) e N-Nitrosodietilamina
(NDEA) da Sigma-Aldrich foram empregados nas analises. Uma solug¢ao estoque de
cada NA foi preparada (1000 mg L), e uma solugéo de trabalho de 500 mg L™ foi
preparada por diluigdo apropriada da solugado estoque em metanol (grau HPLC da
VETEC), sendo armazenada a 4 °C até o momento da analise.

A agua ultrapura foi obtida de um sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA,
EUA) e utilizada ao longo deste estudo. O cloreto de sddio obtido da Fisher Scientific
foi utilizado para os ensaios de forga idnica.

Para os estudos do efeito do pH foram utilizadas solugdes preparadas no dia
das analises. O pH 2,0 e 10,0 foram ajustados adicionando sucessivas gotas de
solucdes estoque 1,0 M de acido cloridrico e hidroxido de sddio em agua ultrapura,
respectivamente, aferindo o pH em pHmetro.

As fibras SPME revestidas com polidimetilsiloxano-divinilbenzeno
(PDMS/DVB, 65 um), Polidimetilsiloxano-Carboxen-Divinilbenzeno (PDMS/Car/DVB,
50/30um) e poliacrilato (PA, 85 um) adquiridas da Supelco (Sigma Aldrich®) foram
empregadas com dispositivo manual de SPME (holder) obtido da Supelco (Sigma
Aldrich®) para extrair os analitos da amostra. As fibras foram condicionadas antes
do uso de acordo com as instru¢des fornecidas pelo fabricante, inserindo no injetor
do GC a 250 °C com split 1:100 durante 1h.

As amostras de salsicha empregadas nos estudos de otimizagao e validagao

foram obtidas em comércio local em Floriandpolis.

4.2. Instrumentacgao

Um GC modelo 7890A da Agilent Technologies® (EUA) equipado com injetor
split/splitless e detector FID foi utilizado com os gases de alta pureza (nitrogénio,
hidrogénio e ar sintético) obtidos da White Martins.

O preparo do extrato de salsicha utilizado como amostra foi realizado com um
T 18 digital ULTRA-TURRAX® da IKA.
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As medidas de pH foram realizadas utilizando um pHmetro Quimis, modelo
Q400MT com eletrodo de referéncia de Ag/AgCl.

Para manter o aquecimento e agitacdo das amostras durante as extragdes, foi
empregado um banho termostatizado da Sieger, modelo Stern 6 com controlador de
temperatura, acoplado com mangueiras em uma cela de vidro sobre chapa de
agitacdo magnética da Velp Scientifica, modelo Arec.

Para os estudos do uso de ultrassom no preparo de amostra foi utilizado um

ultrassom da Unique Ultrasonic Cleaner, modelo USC 450.

4.3. Preparo de amostra

Foi transferido 50 g de matriz carnea (salsicha) para um béquer de 250 mL e
adicionado 200 mL de agua ultrapura. A mistura foi triturada com auxilio do Ultra
Turrax por 4 min, obtendo um extrato de salsicha. Este extrato foi transferido e
avolumado em baldo volumétrico de 250 mL. O extrato gerado era armazenado a 8
°C em geladeira e utilizado em até 5 dias, apos esse periodo era preparado um novo
extrato e realizado o descarte corretamente do anterior. Os extratos de salsicha
foram empregados em todos os ensaios de otimizagéo, validagdo e aplicagdo em
amostras de carne do método analitico HS/SPME-GC/FID.

4.4. Otimizagdao do método cromatografico via GC/FID

Para a separagao cromatografica da NDMA e NDEA no GC/FID foi utilizada a
coluna DB-Wax (Polietilenoglicol; 30 m, 0,18 mm, 0,14 um). A injecdo ocorreu pelo
modo splitless. O controle e aquisicdo dos dados foram realizados utilizando o
software Chemstation®. A vazdo do gas de arraste foi de 6 mL min”' composto por
gas nitrogénio de alta pureza (White Martins®, 99,999%). A temperatura do injetor
foi de 250 °C. O programa de temperatura iniciou em 50 °C, depois foi aumentado
em uma taxa de 15 °C por min até 100 °C, mantendo por 1 min, em seguida
aumentando a temperatura a uma taxa de 25 °C por min até 230 °C, dessa forma,
totalizando uma corrida cromatografica de 8,2 min. A temperatura do FID foi de 320
°C.
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4.5. Otimizagao do preparo de amostra HS-SPME

4.51. Método de extracao das NAs do extrato via HS/SPME.

Para todos os ensaios de otimizagao, os parametros foram fixados conforme
a descricao abaixo.

Foi transferido 5,0 mL do extrato de salsicha para um vial de 20 mL, no qual
foi adicionado uma pequena barra de agitacdo, uma solugdo padrdo do mix
contendo NDMA e NDEA em uma concentracgao final de 5,0 mg L' e 1,5 g de cloreto
de sdodio. O frasco foi tampado e colocado no ultrassom por 10 min, apos esse
tempo, o frasco foi disposto em banho termostatizado a 35 °C sob agitagdo (250
rom) por 10 min para alcangar o equilibrio termodinamico. A fibra a ser testada foi
exposta no HS durante 60 min para a extracdo das NAs. Apds este periodo de
exposi¢ao da fibra no HS, a mesma foi submetida a etapa de dessorcéo térmica no
injetor do GC/FID a 250 °C.

Na Figura 5 observa-se o sistema montado para controle da agitagao e
temperatura durante a extragdo das NAs na amostra, no qual ha o auxilio do suporte
universal e garras para fixar o holder e a fibra no HS do frasco durante a extracéo
das NAs.

Figura 5. Sistema para o preparo de amostra HS/SPME. Legenda da imagem: 1 -
Agitador magnético, 2 - Cela de vidro conectada com mangueiras ao banho
termostatizado, 3 — Frasco de vidro de SPME com amostra, 4 — Holder com a fibra
no HS do frasco da amostra, 5 — Termdmetro, 6 — Banho termostatizado.

4.5.2. Selegao de fibra

A selecéo da fibra foi feita fixando os parametros de extracdo no ensaio de

extracdo da NDEA e NDMA em extrato de salsicha descrito no item 4.5.1. Foram
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avaliadas as fibras comerciais de PDMS/DVB, PDMS/Car/DVB e PA pelo método
HS/SPME-GC/FID, a fim de avaliar o potencial de extragao das fibras frente a NDMA
e NDEA. Os ensaios foram realizados em ftriplicata para cada fibra. Foi realizada a
normalizagdo das areas obtidas dos picos cromatograficos das NAs a fim de obter

um grafico de barras pelo software Microsoft Excel® 2016.

4.5.3 Ultrassom

Empregando a fibra que apresentou a melhor extragdo das NAs, no caso a
PDMS/Car/DVB, e fixando os demais parametros de analise conforme disposto no
item 4.5.1, foi estudado a influéncia do emprego do ultrassom por 10 minutos no
potencial de extragdo. Os ensaios foram realizados em triplicata. Foi realizada a
normalizacdo das areas obtidas das NAs a fim de obter um grafico de barras pelo
software Microsoft Excel® 2016.

4.5.4 Selecao de pH

Empregando a fibra que apresentou a melhor extracdo das NAs, removendo o
uso do Ultrassom e fixando os demais parédmetros de analise conforme disposto no
item 4.5.1 foi feito o estudo do pH na extragdao. Os pHs estudados foram de 2,0, 7,0
e 10,0 empregando as solugbdes aquosas ajustadas com HCI para o pH 2,0 e NaOH
para o pH 10. Os ensaios foram realizados em triplicata para cada pH. Foi realizada
a normalizagdo das areas obtidas das NAs a fim de obter um grafico de barras pelo
software Microsoft Excel® 2016.

4.5.5 Otimizagao multivariada

As variaveis temperatura de extragao (20 - 60 °C), tempo de extragao (30 -
120 min) e forga i6nica pela adicdo de NaCl na amostra (0 a 30%, m v') foram
otimizadas através de um planejamento multivariado do composto central,

totalizando 17 experimentos. O planejamento esta descrito na Tabela 3.
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Tabela 3. Planejamento do composto central para a otimizagdo da temperatura de
extracdo, tempo de extracdo e % de NaCl adicionado a amostra na extragéo via
HS/SPME.

Experimento Temperatura (°C) Tempo (min) Forga I6nica (%)
1 28 48 6
2 28 102 24
3 52 48 24
4 52 102 6
5(C) 40 75 15
6 28 48 24
7 28 102 6
8 52 48 6
9 52 102 24
10 (C) 40 75 15
11 20 75 15
12 60 75 15
13 40 30 15
14 40 120 15
15 40 75 0
16 40 75 30
17 (C) 40 75 15

Fonte: (TAVARES, 2020)

Cada ensaio do planejamento do composto central foi realizado empregando
a fibra e o pH que apresentou a melhor extracdo das NAs, removendo o uso do
Ultrassom e mantendo-se fixo os parametros do procedimento citado no tépico 4.5.1,
porém adicionando-se o NaCl na amostra entre 0 a 30% (m v') de NaCl, com a
concentragéo final de 5 mg L' das NAs e variando o tempo e a temperatura de
extracdo para cada experimento. As superficies de resposta para as trés variaveis
foram obtidas através do tratamento da média geométrica das areas das NAs pelo
software Statistica® 13.0.

4.6 Método HS/SPME-GC/FID otimizado

A técnica otimizada de HS/SPME-GC/FID para determinagdo das NAs em
salsicha consistia em transferir 5 mL do extrato preparado com o auxilio de um Ultra
Turrax para um frasco de 20 mL. Apds isto, adiciona-se ao frasco uma pequena
barra de agitacdo e 1,5 g de cloreto de sddio. O frasco foi tampado e disposto em
banho termostatizado a 35 °C sob agitagdo (250 rpm) por 10 min para alcangar o

equilibrio termodinadmico. A fibra PDMS/Car/DVB foi exposta no HS durante 60 min
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para a extracao das NAs. ApoOs este periodo de exposigcao da fibra no HS, a mesma
foi submetida a etapa de dessorcao térmica no injetor do GC/FID a 250 °C, por 5

min. A fibra foi previamente condicionada por 60 min a 250 °C antes de cada ensaio.

4.7 Validagao do método HS/SPME-GC/FID otimizado

O método HS/SPME-GC/FID otimizado foi validado avaliando os parametros
analiticos conforme preconiza o guia de validagao Q2 (R1) do ICH (2006). Entre os
parametros a serem avaliados, foi obtida a curva de calibragdo em 7 niveis
empregando matriz isenta na faixa de trabalho de 0,10 - 1,5 mg kg™ em triplicata,
sendo a linearidade avaliada em termos do coeficiente de determinacdo. Foi
analisado em triplicata o branco e ndo foram encontrados niveis detectaveis do
analito.

O limite de deteccéo (LOD) e o limite de quantificacdo (LOQ) foram obtidos
pela razéo sinal/ruido com base da area do pico.

Foi avaliada a exatidao através da recuperagao relativa (RR). Preparou-se
amostras em trés niveis de concentragédo da curva (0,10; 0,75 e 1,50 mg kg™). Apds
sua analise e calculo de concentracido obtido através da curva de calibragao, fez-se
o calculo de recuperacéao através da razao entre a concentragao média experimental
e concentragao tedrica, multiplicado por 100.

Foi avaliada a precisao intra-dia em trés pontos da curva (0,10; 0,75 e 1,50
mg kg”') sendo a extragdo realizada trés vezes em cada ponto (n = 3). Para estudos
de precisdo inter-dia, a concentragdo de 0,75 mg kg™ foi selecionada para realizar
trés repeticbes em trés dias diferentes (n = 9). O desvio padréo relativo (RSD) foi
utilizado para avaliar a repetitividade dos ensaios pelas precisdes intra-dia e inter-dia

como também nos ensaios de RR.

4.8 Aplicagao do método HS/SPME-GC/FID em produto carneo

Apods a otimizacdo do preparo de amostra HS/SPME e a validagdo do método
HS/SPME-GC/FID, foi realizada a aplicagdo do mesmo para a matriz carnea em
duas amostras de diferentes marcas e lotes de produtos comerciais de salsichas. As
amostras foram adquiridas em diferentes comércios locais da cidade de

Florianopolis.
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As amostras comerciais utilizadas nessa etapa foram armazenadas a 8 °C em
geladeira até o momento das determinagdes. Todos os ensaios de determinagao das

NAs nas amostras foram realizados em triplicata.

4.9 Seguranga no laboratério

Ao longo de todos os procedimentos laboratoriais foram utilizados
equipamentos de protegcdo individual (EPI) adequados para o que estava sendo
realizado, como jaleco, luvas, calgados fechados e uso de calgas. As solugdes foram
preparadas em capela com o exaustor ligado para evitar contaminagdes,
principalmente na adigcdo dos padrdes analiticos das NAs. Os residuos produzidos
foram armazenados em recipientes apropriados, até que a equipe de coleta de
residuos fosse coleta-los. Os materiais descartaveis como luvas e ponteiras foram
descartados no recipiente para residuos solidos e armazenados para recolhimento e

destinagao pela equipe de coleta de residuos da UFSC.
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5. Resultados e discussoes

5.1. Anadlise via HS/SPME-GC/FID

5.1.1. Otimizagcao do método cromatografico via GC/FID

Na primeira etapa dos ensaios foi realizada a separagcédo cromatografica das
NAs, seguindo as condigdes cromatograficas descritas no item 4.4. Para observar a
separagao dos analitos, foram empregados padrées analiticos individuais e
misturados dos compostos NDMA e NDEA, realizando a inje¢ao direta das solugbes
dos padrées em metanol. Primeiramente, observou-se o tempo de retencédo de cada
composto individualmente e posteriormente observou-se a separacao obtida pela
injecao da solugao contendo a mistura dos compostos (Figura 6).

Figura 6. Separagdo cromatografica da NDMA e NDEA, ambas a 25 mg L', em
metanol. Legenda: 1 - MeOH (5,21 min), 2 - NDMA (7,26 min), 3 e 5 - Interferentes

(7,55 e 8,02 min), 4 - NDEA (7,65 min).
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Fonte: Dados obtidos no software Chemstation® (2023).

Na Tabela 4 apresenta-se alguns parametros obtidos que evidenciam a
eficiéncia da separagao cromatografica das NAs com as condi¢gbes cromatograficas

estabelecidas inicialmente para o método HS/SPME-GC/FID.
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Tabela 4. Parametros de separacao cromatografica das NAs em injecao direta de 25
mg L' de NDMA e NDEA para o método HS/SPME-GC/FID.

Parametro N-Nitrosamina
de eficiéncia NDMA NDEA
Tempo de retengao (min) 7,26 7,65
Fator de retencéao (k") 0,815 0,912
Simetria de picos 0,948 0,946
Numeros de pratos (N/m) 2432 2992
Resolugao 5,88

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

O fator de retencgao, calculado de acordo com a equagao k'= (tx =ty ) / ty, em
que ty € o tempo morto fornecido em min e t; € o tempo de retencédo do analito
fornecido em min, esta relacionado a velocidade com a qual o soluto migra através
da coluna. Idealmente, as separagdes sao realizadas sob condicbes nas quais os
fatores de retencdo para os solutos na mistura situam-se na faixa de 1 a 5, dessa
forma e 0 k’ < 1 a eluigdo é muito rapida e poderia haver sobreposicao de sinais, e
se k > 5 a eluicdo € muito lenta, o que alargaria os sinais (SKOOG, WEST,
HOLLER, 2009).

De acordo com os dados apresentados na Tabela 4, os valores de k' foram
inferiores a 1 e indicam que a eluicdo é rapida, entretanto nao apresenta
sobreposigao de sinais, como pode ser observado na Figura 6.

A simetria de pico calculada pelo software Chemstation® mostra que os
valores obtidos estdo muito préximos de 1 para ambos os picos, dessa forma
apresentando picos perfeitamente simétricos, sem a formagcdo de caudas,
possibilitando assim a integracao dos picos a fim de realizar os ensaios posteriores.

O numero de pratos calculados de acordo com a equagédo N = 16 (tg / w)?,
em que tz € o tempo de retengdo do analito fornecido em min e w é a largura da
linha de base do pico, nas mesmas unidades tg, avalia a eficiéncia da coluna na
separagao cromatografica, sendo que quanto maior o numero de pratos, mais
eficiente a coluna, pois tem mais estagios de equilibrios do composto entre a coluna
e a fase estacionaria e maior o tempo de retengdo e menor a largura da base do
pico, obtendo picos mais finos (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006). Sabendo disso
pode-se concluir que o numero de pratos superior a 2000 em ambos os analitos

indicou que a coluna utilizada foi eficiente para a aplicagao do método.
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A Resolugao (Rs) calculada como: Rs = 2 (t,-t..1)/(W,*W,4), em que t € o
tempo de retencao do pico fornecido em min e w é a largura da linha de base do
pico, nas mesmas unidades tz € um parametro que descreve a habilidade de uma
coluna em separar 2 componentes. Ao analisar o valor obtido de resolugéo e ao
analisar visualmente a separagdo dos picos na Figura 6 observa-se que ha
separagao dos picos na linha de base, sendo possivel integrar os picos para realizar
os ensaios posteriores (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

A separacdo cromatografica observada no cromatograma da Figura 6, onde o
tempo de retencdo do NDMA ¢é 7,26 min e do NDEA é 7,65 min ao empregar a
coluna DB-Wax no GC/FID, indicou a boa resolugdo dos picos cromatograficos e a

viabilidade do uso deste sistema de deteccdo no método de analise deste trabalho.

5.1.2. Otimizacao do preparo de amostra HS/SPME

5.1.21. Selecgao de fibra

A selegao da fibra foi realizada univariadamente, sendo uma etapa importante
para avaliar a afinidade dos compostos analisados com as caracteristicas de
revestimento das fibras estudadas. Neste estudo, foi avaliado o potencial de
extragdo pelo método HS/SPME-GC/FID empregando-se trés diferentes fibras
comerciais: PDMS/Car/DVB, PDMS/DVB e PA.

Abaixo segue o resultado obtido nesta etapa avaliando-se a area normalizada

de cada NA para cada fibra (Figura 7).
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Figura 7. Grafico das areas de sinal normalizadas para NDMA e NDEA com as
diferentes fibras comerciais (PA, PDMS/DVB e PDMS/Car/DVB).
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Fonte: Elaborado pelo autor no software Microsoft Excel® 2016 (2023).

Na Figura 7 pode-se observar que das fibras utilizadas a que possui melhor
potencial de extragdo é a fibra mista PDMS/Car/DVB para o NDEA a 5 mg Kg”,
enquanto a fibra PA apresenta o pior potencial, obtendo baixos valores de area de
picos dos analitos estudados, enquanto a fibora PDMS/DVB, por sua vez, apresenta
potencial intermediario comparados as demais fibras aplicadas.

Esse resultado pode ser explicado de acordo com as diferentes polaridades
das fibras frente a alta polaridade nas NAs, sendo que a fibra mista de
PDMS/Car/DVB possui maior afinidade com compostos mais polares do que as
outras duas fibras, e o PA é o menos polar, como pode ser observado na Tabela 2. A
polaridade das fibras frente a maior interacdo com as NAs pode ser descrita na
ordem:

PA < PDMS/DVB < PDMS/Car/DVB

Embora as fibras testadas tenham extraido ambas NAs estudadas, para a
NDEA houve maior eficiéncia na extragao ao obter-se picos de maior intensidade em
comparagao a NDMA, isso pode estar relacionado a menor afinidade da NDMA com

os revestimentos das fibras testadas. Com isso, a fibora PDMS/Car/DVB apresentou
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maior eficiéncia para a extracdo das NAs, sendo esta empregada nos ensaios

posteriores.

5.1.2.2. Ultrassom

A otimizacdo do uso de ultrassom foi realizada univariadamente, mantendo
fixa as condi¢gbes descrita no item 4.5.1, para avaliar se o uso desse equipamento
melhoraria a volatilizacdo dos analitos e, consequentemente, aumentaria o potencial
de extragao pelo método HS/SPME-GC/FID.

Abaixo segue o resultado obtido nesta etapa avaliando-se a area normalizada
de cada NA para as extragdes com e sem utilizacdo de ultrassom por 10 min.
(Figura 8).

Figura 8. Gréfico das areas normalizadas da NDMA e NDEA com e sem uso de
ultrassom por 10 min.
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Fonte: Elaborado pelo autor no software Microsoft Excel® 2016 (2023).

Ao comparar a area normalizada das NAs, observa-se que a alteragao do uso
de ultrassom nao teve influéncia no potencial de extracdo das NAs, ja que a
diferenga percentual da area entre estes dois métodos é menor que 2%. Dessa

forma, o ultrassom nao foi utilizado nas extracées. Isso resultou em uma redugao de
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10 min na etapa de extracdo tornando o método mais rapido sem perder a

efetividade.

5.1.2.3. Seleg¢ao do pH

A selegdo do pH foi realizada univariadamente, mantendo fixa as condigdes
descritas no item 4.5.1. Esta selegdo € uma etapa importante para avaliar o
potencial de extracdo dos compostos analisados pelo método HS/SPME-GC/FID, e
para isto as amostras foram analisadas em trés pHs diferentes, sendo eles 2,0, 7,0 e
10,0, correspondendo respectivamente ao carater acido, neutro e basico.

Abaixo segue o resultado obtido nesta etapa avaliando-se a area normalizada

de cada NAs para cada pH utilizado (Figura 9).

Figura 9. Grafico das areas normalizadas das NAs em diferentes pH utilizados.
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Fonte: Elaborado pelo autor no software Microsoft Excel® 2016 (2023).

Na Figura 9 pode-se observar que na faixa aplicada o pH que possui o melhor
potencial de extracdo é o pH 7, enquanto que no pH em meio basico apresenta
dados semelhantes de extragdo para a NDMA e abaixo para a NDEA, e o pH em
meio acido possui o menor potencial de extragdo apresentando picos

cromatograficos menos intensos em relagédo aos demais pHs estudados.
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Ao analisar a curva de distribuicdo de espécies da NDMA e NDEA,
observa-se que o pH neutro e basico fez com que as NAs adquiram uma estrutura
nao idnica (Figuras 10 e 11.), dessa forma a transferéncia de massa dos NAs para o
HS poderia ocorrer mais facilmente. No entanto, a eficiéncia do procedimento de
extragao diminuiu ligeiramente, quando o valor do pH diminui, isso ocorre devido ao
fato das NAs apresentarem uma estrutura idbnica (RAZEMANI et al, 2015).

Figura 10. Curvas de distribuicao de espécies para a NDMA.
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Fonte: Elaborado pelo autor no software Chemaxon®

Figura 11. Curvas de distribuicdo de espécies para a NDEA.
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Neste estudo optou-se por analisar apenas a diferenga entre a solugao ser
acida, basica ou neutra de forma mais abrangente, visto a demanda de material
necessario e o tempo disponivel para tal selegao.

De forma geral, o pH 7 demonstrou maior favorecimento na extracdo das NAs

pela fibra, e com isso este foi empregado nos ensaios posteriores deste projeto.

5.1.2.4. Otimizagdo multivariada

A avaliagdo do efeito das variaveis forga ibnica, temperatura e tempo de
extracdo foram estudadas neste trabalho simultaneamente através da aplicagao do
método de analise multivariada com o planejamento composto central a fim de
observar qual condicdo que promove uma maior extracao das NAs da salsicha
fortificada. Através desse planejamento foram obtidas as superficies de resposta
apresentadas na Figura 12.

Figura 12. Superficies de resposta obtidas através do planejamento composto
central para otimizacao da temperatura, tempo de extragao e % de NaCl na extragao
das NAs.

Resposta
eisodsay

elsodsay

> a0
I <36
B <26
C1<18
<6
M <-4
<-4

Fonte: Dados obtidos no software Statistica® 13.0 (2023).
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Em relagéo ao ajuste dos dados experimentais ao modelo matematico linear,
observa-se que o coeficiente de correlagao (R) igual a 0,756, obtido pela Tabela
ANOVA (Tabela 5) indica que 75,6% dos dados estdo ajustados pelo modelo
matematico linear.

Tabela 5. Tabela ANOVA do planejamento do composto central para extracdo das
NAs no método HS/SPME-GC/FID.
Fator SS df MS F P

Temperatura 135.852 1 135,8524 3,45548  0,204138
Temperatura (°C)(Q) 22,247 1 22,2468 0,56586  0,530389
Tempo de extragdo (min)(L) 2,626 1 2,6263 0,06680  0,822019
Tempo de extragédo (min)(Q) 141,265 1 141,2645 3,59314  0,198489
Forga i6nica (%)(L) 780,859 1 780,859 19,8616  0,046839
Forga i6nica (%)(Q) 1,087 1 1,0871 0,02765  0,883224
1L by 2L 4,337 1 4,3365 0,11030 0,771378
1L by 3L 13,133 1 13,1328 0,33404 0,621692
2L by 3L 16,160 1 16,1596 0,41103  0,587109
Lack of Fit 276,643 5 55,3285 1,40731  0,464951

Pure Error 78,630 2 39,3150

Total SS 1459,446 16

Fonte: Dados obtidos no software Statistica® 13.0 (2023).

Conforme os valores de p na Tabela da ANOVA (Tabela 5), observa-se a
significancia de cada parametro avaliado. A variavel forga ibnica se demonstrou
significativa com p < 0,05, causando grande efeito na extragado das NAs, portanto, a
condigao ideal para a extracdo € uma concentracado de 30% de NaCl adicionado, ou
seja uma solugado saturada, devido ao favorecimento do efeito salting-out, que
aumenta a particdo dos analitos organicos da amostra aquosa para o HS
(HARTMANN; MCNAIR; ZOECKLEIN, 2002).

Os parametros tempo e temperatura, pelo modelo linear na Tabela ANOVA
(Tabela 5), apresentam valores de p > 0,05. Estes valores indicam que estes
parametros sdo menos significativos do que o teor de NaCl nas extragcdes das NAs
na salsicha. Os valores 6timos destes parametros foram estimados pelo grafico de
superficie de resposta (Figura 12) baseando-se no maior teor de NaCl e maior
resposta destes dois parametros, sendo selecionado o tempo de 60 min a uma

temperatura de 35 °C para a validacdo do método.
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5.2. Validacdo do método HS/SPME-GC/FID

ApoOs a otimizacdo das variaveis estudadas no método, selecionando as
condigdes experimentais com maior potencial de extragdo das NAs em salsicha, o
método HS/SPME-GC/FID otimizado foi validado para determinar a NDMA e NDEA.

Para isso, foram avaliados os parametros analiticos que revelam os atributos
quantitativos da técnica, sendo estes a seletividade, a linearidade, a precisao, a
exatidao, e os limites de detecgéo (LOD) e de quantificagao (LOQ).

Em todos os estudos de validagdo do método foram empregados como matriz
isenta o extrato de salsicha, ou seja, matriz que nao continha os analitos antes de
submeté-la a fortificagdo com os padroes.

O primeiro item a ser validado foi a seletividade do método, sendo realizada
através da comparagdo do cromatograma da matriz com adi¢do dos padrbes da
NDEA e NDMA e com o da matriz isenta (Figura 13). Neste sentido, foi avaliado se a
matriz € realmente isenta, pois com as mudancgas nos parametros do HS/SPME
durante a otimizacdo, e a consequente melhora nas condicdes de extracbes das
NAs presentes na salsicha, impurezas podem ter ganhado evidéncia no

cromatograma.

Figura 13: Cromatograma comparativo entre a matriz de salsicha fortificada com 5
mg Kg' de NDMA e NDEA (a) e a matriz de salsicha isenta (b). Legenda: 1, 2, 3, e 4
- Interferentes (3,83; 4,22; 5,54 e 6,58 min), 5 - NDMA (7,22min), 6 - NDEA (7,65
min).
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Fonte: Dados obtidos no software Chemstation®(2023).
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Os demais parametros analiticos de mérito, incluindo a linearidade, a precisao
intra-dia e inter-dia, que estao relacionados a repetitividade de analises no mesmo
dia e a precisao intermediaria pelas analises feitas em dias diferentes, a exatidao
pela recuperacao relativa e os limites de detecgao e quantificagao, estao dispostos
na Tabela 6.

Tabela 6. Parametros analiticos do método otimizado para a determinacao de
NDMA e NDEA por HS/SPME-GC/FID.

Parametros analiticos n NDMA NDEA
Linearidade (mg Kg™)? 7 0,10 - 1,50 0,10 - 1,50
Coeficiente Angular? 7 1,72 24,6
Coeficiente Linear? 7 - 0,137 13,3
Coeficiente de determinagao (R?)? 7 0,971 0,964
LOD® (ug Kg™) 3 38 4
LOQ® (ug Kg'1) 3 156 14
RR% (RSD, %)° 0,10 mg Kg'1 3 111,5 (11,01) 101,6 (10,64)
RR% (RSD, %)° 0,75 mg Kg'1 3 98,2 (8,72) 92,3 (11,80)
RR% (RSD, %)° 1,50 mg Kg~' 3 99,1 (10,64) 96,7 (2,55)
Preciséo Intra-dia (RSD, %)* 3 11,01 10,64
0,10 mg Kg'1
Precisdo Intra-dia (RSD, %) 3 8,72 7,54
0,75 mg Kg™’
Precisao Intra-dia (RSD, %)? 3 12,70 2,55
1,50 mg Kg™’
Preciséo Inter-dia (RSD, %)¢ 9 14,42 11,63

0,75 mg Kg'1

@ Curva de calibragdo preparada e medida em ftriplicata. Coeficientes obtidos pela regresséo linear
feita no Microsoft Excel® 2016.

b | imites calculados através da razao sinal/ruido.

¢ Recuperagcéo relativa (RR (%)) e desvio padrao relativo (RSD (%)) em triplicata como descrito no
tépico 4.6.

9 Valores de desvio padro relativo (RSD (%)) para os ensaios de precisio inter-dia e intra-dia como
descrito no tépico 4.6.
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Como pode ser observado na Tabela 6, a linearidade abrange uma ampla
faixa de concentragdo sendo que o menor ponto da curva foi selecionado
considerando o limite de quantificacdo obtido pelo sinal/ruido. De acordo com a
regressdo linear da curva de calibragdo na faixa de 0,10 - 1,50 mg Kg™ feita no
Microsoft Excel® 2016, foram obtidos os coeficientes linear e angular e também o
coeficiente de determinagéo (R?), sendo este Ultimo item apresentando o valor de
0,971 para a NDMA e de 0,964 para a NDEA, o que indica a linearidade esta um
pouco abaixo do valor ideal de 0,99 segundo a RDC n° 166, de 24 de julho de 2017
da ANVISA na faixa de concentragdo empregada nos estudos, essa diferenca entre
o valor ideal e o alcancado pode ser explicada, visto que o procedimento realizado é
manual, logo a destreza e a experiéncia do operador durante a extracdo deve ser
levada em conta, podendo, dessa forma, ser aprimorada em estudos futuros.

O LOD para as NAs é o parametro comumente determinado nas validacdes
feitas na literatura para diferentes métodos matrizes carneas. No presente trabalho,
o LOD alcancado foi de 4 e 38 ug Kg™' para NDEA e NDMA, respectivamente pela
razao sinal/ruido. Valor esse maior que o maximo descrito na legislacdo canadense
de 10 ug Kg' para a NDMA. Com isso, pode-se inferir que o método ainda precisa
de ajustes para ser aplicado na avaliagado da presenga da NDMA, ja que nao seria
capaz de detectar essa NA na concentragdo minima requerida pela legislagao.
Todavia, para a NDEA, embora ndo ha uma legislacdo regulando a sua quantidade
maxima em produtos carneos, observa-se que o limite encontrado é inferior em
comparagdo aos valores encontrados na literatura, entre 0,38 a 3,86 ng g’
(ANDRADE et al., 2005; OZEL et al., 2010; HUANG et al .,2013; RAZEMANI et
al., 2015).

Outro parametro avaliado foi a exatiddo do método, empregando a
recuperacao relativa. Observa-se que os valores estdo na faixa de 92,3 a 111,5%
nos trés niveis de concentragdo analisados (0,10; 0,75 e 1,50 mg Kg'). Segundo a
AOAC (2016), sao aceitaveis intervalos de recuperagao para analise de residuos
entre 60 e 115%, logo o método indicou étima recuperagéo.

A precisao inter-dia e intra-dia foram avaliadas em termos de RSD n e os
valores obtidos variaram entre 2 a 11% para todos os ensaios de precisdo nos niveis
estudados. De acordo com o nivel de concentragdo utilizado no método, sao aceitos
RSD de até 15% (AOAC, 2016). Com isso, 0 método apresenta uma precisao dentro

do limite aceitavel para o tipo de determinacao realizada.
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Com os dados obtidos de validagdo, o método desenvolvido
HS/SPME-GC/FID possui atributos para quantificar com precisdo e exatiddao a
NDMA e a NDEA em salsicha.

5.3. Aplicagdo do método HS-SPME-GC-FID em amostras reais

No presente trabalho foram analisadas amostras comerciais de salsichas,
utilizando o método HS/SPME-GC/FID validado anteriormente. Foram analisadas 2
amostras adquiridas em diferentes comércios e em periodos distintos, com o intuito
de avaliar a presenca de contaminantes NAs em niveis alcancados pelo método
desenvolvido.

A Tabela 7 mostra os resultados obtidos das analises em ftriplicata de cada
amostra comercial selecionada para o estudo.

Tabela 7. Dados experimentais das amostras reais de salsicha de diferentes
fornecedores analisadas empregando o método HS/SPME-GC/FID frente a NDMA e
NDEA.

Amostra Conc. de NDMA (ug Kg') Conc. de NDEA (ug Kg™)
Fornecedor 1 < 38* < 4*
Fornecedor 2 < 38* < 4*

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
*LOD da NDMA obtido pela razao sinal/ruido.
**LOD da NDEA obtido pela raz&o sinal/ruido.

A partir dos dados apresentados na Tabela 7, observa-se que nao foram
detectadas as NAs em nenhuma das amostras comerciais investigadas, sendo sua

concentracio indicada como menor do que o LOD da técnica.
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6. Conclusao e Perspectivas

Este método desenvolvido e validado € um estudo preliminar, no qual foi
possivel obter a separagdo cromatografica eficiente via GC/FID das duas NAs
estudadas com sucesso, além de possibilitar a extracdo das NAs com eficiéncia ao
estabelecer algumas condigbes 6timas para o preparo de amostra HS/SPME.

Apds obter o método otimizado, este foi validado a fim de avaliar seu
potencial na quantificagdo e possibilitar seu emprego em analises de amostras reais.
Em relacdo aos parametros de mérito analitico do método para a NDMA e NDEA, foi
observado que a técnica obteve bons resultados de seletividade, precisdo e
exatidao, a linearidade um pouco inferior ao ideal, e os LOD e LOQ com valores
inferiores em comparacdo com outras metodologias utilizadas para a determinacao
em matrizes carneas.

Este método apresentou resultados muito promissores, porém precisa ser
aprimorado, visto que com as condi¢des e resultados atuais, ndo € passivel de ser
aplicado para o estudo da contaminagdao de NDMA em salsichas devido ao limite de
deteccdo e quantificacdo superior ao permitido na legislacdo canadense, todavia
para a NDEA o método mostrou-se passivel de ser aplicado para o estudo da
possivel contaminagdo nessa matriz.

Os resultados obtidos podem ser aprimorados com a adigcdo de mais etapas
de otimizagao no preparo de amostra, como a adi¢ao de maior quantidade de massa
de salsicha no extrato avaliando-se o efeito de matriz, ou a utilizacido de um detector
de nitrogénio e fésforo (NPD), o qual é equivalente ao FID em termos de custo de
aquisicao e manutengao, no intuito de obter resultados ainda mais eficientes em

termos de sensibilidade.
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