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RESUMO

Este estudo propde um método rapido e inovador para determinagéo
simultdnea de nitrato e nitrito em amostras de alimentos infantis
utilizando eletroforese capilar de zona (CZE) com um procedimento
simples de preparo de amostra. As condicfes de greparo de amostra
foram otimizadas a partir de planejamento fatorial 2° com ponto central.
O eletrélito de corrida foi constituido por 10 mmol L™ de &cido
perclérico e 40 mmol L™ B-alanina, pH 3,96, selecionados com o auxilio
do software Peakmaster®. As separacdes foram realizadas em um
capilar de silica fundida (32 cm x 8,5 cm x 50 um d.i.) com amostras e
padrdes injetados hidrodinamicamente (50 mbar/3 s) pela extremidade
do capilar mais proxima do detector, com tensdo de -30 kV e deteccéo
direta em 210 nm, utilizando tiocianato como padréo interno (I. S.). O
método proposto foi validado e posteriormente aplicado na analise de
guatorze amostras de alimentos infantis. Uma das amostras analisadas
atingiu niveis de nitrato superior ao permitido pela legislagdo brasileira
(250 mg kg™) e em todas, a concentracdo de nitrito estava abaixo do
limite de detecgdo. O bom desempenho analitico verificado para este
método indica que este pode ser considerado adequado para
implementacdo em laboratérios de rotina e fiscalizacdo, como
alternativa ao método normalizado da AOAC.

Palavras-chave: Eletroforese capilar de zona. Método rapido. Preparo
de amostra. Validacdo analitica. Alimentos infantis.






ABSTRACT

This study proposes a fast and innovative method for simultaneous
nitrate and nitrite determination in baby food samples by capillary zone
electrophoresis (CZE) with a simple sample preparation procedure. The
sample preparation procedure was optimized using factorial design 2°
with triplicate on the central point. The background electrolyte was
composed of 10 mmol L™ perchloric acid and 40 mmol L™ B-alanine at
pH 3.96, the conditions were chosen with Peakmaster® software.
Separations were conducted in an uncoated fused-silica capillary (32 cm
x 50 pm i.d.), standards and samples were introduced with
hydrodynamic pressure (50 mbar/ 3 s) into the capillary using the short-
end injection, separation voltage applied was -30 kV and direct UV
detection set at 210 nm, thiocyanate was used as internal standard (1.S.).
The proposed method was validated and applied for analysis of fourteen
baby food samples. One sample had nitrate levels above that permitted
by Brazilian legislation (250 mg kg™) and in all samples the nitrite
concentrations were under the limit of detection. The good analytical
performance verified for this method indicates that it is suitable for
implementation in food laboratories for the routine determination of
nitrate and nitrite as an alternative to the AOAC official method.

Keywords: Capillary zone electrophoresis. Fast method. Sample
preparation. Analytical validation. Baby food.
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1 INTRODUCAO

Nitrato e nitrito apresentam-se de forma natural em muitos
vegetais utilizados como ingredientes de formulagbes de alimentos
infantis. Devido aos aspectos toxicoldgicos relacionados a intoxicagdo
aguda com nitrito, da qual o principal grupo de risco sdo criancas
menores de um ano de idade, é importante monitorar as concentracdes
desses ions nas formulagdes destinadas ao publico infantil (CHAN,
2011; GREER; SHANNON, 2005).

Os métodos para determinacdo de nitrato e nitrito sdo baseados
em métodos classicos de analise que, na maioria dos casos, envolvem
processos demorados, com baixa sensibilidade, exatiddo, precisdo e
robustez. Ainda, requererem elevada quantidade de materiais de
laboratério, na maioria das vezes 0s reagentes utilizados sdo
conhecidamente toxicos e/ou corrosivos, 0 que é um risco, tanto para o
analista quanto para o meio ambiente, caso 0s residuos gerados néao
sejam devidamente tratados (DELLA BETTA et al., 2014).

As desvantagens apresentadas pelo método normalizado
comumente utilizado para a determinacdo de nitrato e nitrito em
alimentos demonstram a necessidade de metodologias menos laboriosas,
com maior confiabilidade, alta frequéncia analitica e que proporcionem
menor geracgdo de residuos.

As técnicas analiticas modernas empregam equipamentos que
permitem alta sensibilidade, velocidade e elevada frequéncia analitica e
se apresentam como uma alternativa aos métodos classicos. Dentre essas
técnicas, a eletroforese capilar tem se destacado nas Ultimas décadas,
pois apresenta potencial para fornecer separagBes com elevada
eficiéncia, boa resolugdo, tempos de andlise apreciavelmente curtos,
total automatizagdo, baixo custo operacional e reduzida geracdo de
residuos (TAVARES, 1996).

Com o advento da tecnologia, a maior exigéncia do mercado
consumidor e os cuidados com a seguranca alimentar, é necessario que
as legislacdes sejam aperfeicoadas e que novos métodos sejam
incluidos, a fim de prover maior confiabilidade aos resultados e
processos mais simples para utilizacdo em laboratdrios de rotina, nos
quais a demanda por analises é crescente.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ALIMENTOS INFANTIS E ASPECTOS TOXICOLOGICOS DE
NITRATO E NITRITO

Durante a infancia o aleitamento materno € a principal fonte de
nutrientes. Entretanto, a partir dos quatro meses de vida é admissivel
empregar 0os chamados alimentos de transicdo como uma forma de
substituir gradualmente a amamentagdo (PANDELOVA et al. 2012). A
Portaria n © 34, de 13 de janeiro de 1998 da ANVISA (Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria) define os alimentos de transicdo como os
alimentos industrializados para uso direto ou empregado em preparado
caseiro, utilizados como complemento do leite materno ou de leites
modificados introduzidos na alimentacdo de lactentes e criancas de
primeira infancia. Os alimentos de transi¢cdo ainda tém por objetivo
promover uma adaptacdo progressiva aos alimentos comuns, e de tornar
essa alimentacdo balanceada e adequada as suas necessidades,
respeitando-se sua maturidade fisiolégica e seu desenvolvimento
neuropsicomotor (BRASIL, 1998).

Essa portaria também classifica as formulagfes quanto a forma de
apresentacdo, a saber: (i) sopinha quando se tratar de formulacéo
salgada; (ii) papinha quando se tratar de sobremesa; (iii) puré para
complementos de refei¢cdes salgadas e (iv) suquinho quando for
alimento liquido a base de suco de frutas e ou hortalicas e ou cereais.
Dentre os ingredientes permitidos estdo leite e derivados, carnes e
peixes, Oleos e gorduras vegetais, frutas, hortalicas, leguminosas e
tubérculos.

Os vegetais apresentam-se como uma importante fonte de
nutrientes a dieta infantil, mas também sdo uma fonte natural de nitrato
e nitrito (CHAN, 2011), metabolitos resultantes da absorcdo de
nitrogénio. Muitas plantas acumulam nitrato em suas raizes e partes
aéreas quando excedem suas necessidades metabdlicas. O acumulo de
nitrato ocorre majoritariamente nas folhas, por isso os vegetais folhosos
tendem a ter maiores niveis de nitrato do que frutos, sementes e
tubérculos (BLOM-ZANDSTRA, 1989; SINDELAR; MILKWOSKI,
2012). O acumulo de nitrato depende de fatores ambientais como:
guantidade e forma de aplicacdo de nitrogénio; exposicdo solar;
temperatura e quantidade de agua (PARDO-MARIN et al., 2010.
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O nitrito também pode estar presente na natureza, porém em
menor concentracdo, uma vez que resulta da reducdo do nitrato
(MERUSI et al., 2010). A Tabela 1 apresenta a titulo ilustrativo os
teores aproximados de nitrato e nitrito em alguns vegetais utilizados em
preparacdes infantis.

Tabela 1 - Contelido estimado de nitrato e nitrito em alguns vegetais utilizados
como ingredientes em formulagdes de alimentos infantis.

Vegetal Nitrato (mg kg™) Nitrito (mg kg™)
Beterraba 1680-3590 2,1-29,8
Espinafre 535-3660 0,0-12,9

Alface 347-1080 0,0-1,7

Repolho 193-976 0,0-12,6

Banana 88-214 0,0-9,5

Vagem 165-611 0,0-2,5
Rabanete 764-2500 0,0-1,0

Brocolis 29-1140 0,01-9,5
Cenoura 920-1950 0,02-0,03
Berinjela 250-424 0,07-0,49

Fonte: Adaptado de Sindelar; Milkowski, 2012; Hord, Tang, Bryan, 2009;

O nitrato pode ser excretado na urina sem causar efeitos adversos,
mas sob condicGes de pH baixo e acdo de bactérias redutoras pode ser
reduzido a nitrito, e este levar ao desenvolvimento de
metemoglobinemia. Essa sindrome é causada pelo aumento da
concentracdo de metemoglobina no sangue, devido a oxidacdo da
hemoglobina a metemoglobina, composto incapaz de transportar o
oxigénio no sangue. Esta doenga €é particularmente perigosa para
criangas menores de 6 meses, podendo ser fatal principalmente em
criancas recém-nascidas. Nesse Ultimo caso, as criangas nao possuem o
sistema imunoldgico completamente desenvolvido e por isso ndo
produzem a enzima metemoglobina redutase em quantidade suficiente
para converter a metemoglobina novamente a hemoglobina (AVERY,
1999; CAMMACK et al., 1999; CHAN, 2011; MCMULLEN et al.
2005).

Em criancas maiores e nos adultos a reducdo do nitrato ocorre na
cavidade bucal e no estbmago, diferente dos recém-nascidos onde a
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redugdo ocorre no intestino, uma vez que o pH géastrico é geralmente
mais elevado o que favorece o desenvolvimento de bactérias capazes de
reduzir nitrato a nitrito (GREER; SHANNON, 2005).

A literatura reporta alguns casos de metemoglobinemia
associados ao consumo de vegetais por criancas menores de dois anos.
Na cidade de Pamplona na Espanha foram registrados no periodo de
1987 a 2010, 78 casos de metemoglobinemia relacionados a ingestéo de
alimentos com elevadas concentracbes de nitrito. Neste estudo os
autores verificaram fortes indicios de que as criangas afetadas haviam
consumido preparagdes caseiras de purés a base vegetais com
concentracBes elevadas de nitrato, que apds o preparo foram mantidos
sob refrigeracdo até 48 horas (MARTINEZ et al., 2013).

Entre os anos de 1993 e 1998 também na Espanha, sete criancas
com idade entre sete e treze meses foram diagnosticadas com
metemoglobinemia, sendo todos o0s casos atribuidos ao consumo de
preparacdes caseiras a base de vegetais, consumidas de 12 até 27 horas
ap6és o preparo (SANCHEZ-ECHANIZ; BENITO-FERNANDEZ;
MINTEGUI-RASO, 2001). Na Italia, Savino e colaboradores (2006)
também reportaram casos de metemoglobinemia em criangas menores
de seis meses de idade atribuidas ao consumo de formulagfes caseiras a
base de vegetais, neste caso sopa de abobrinha.

A legislacdo brasileira estabelece que o conteldo de nitrato em
formulagBes infantis prontas para o consumo ndo deve exceder 250 mg
kg™. Esta legislagdo também indica que produtos que contém espinafre e
beterraba, vegetais que apresentam elevados teores de nitrato (Tabela 1)
devem apresentar no rotulo a adverténcia em destaque e em negrito
“Contém espinafre e/ou beterraba. Ndo pode ser consumido por
menores de seis meses de idade" (BRASIL, 1998). Para Greer €
Shannon (2005) o consumo de alguns vegetais como vagem, cenoura,
abobora, espinafre e beterraba, deve ser evitado por criangas menores de
trés meses, devido a presenca de altas concentragdes de nitrato.

Outra importante questdo relacionada a satde na alimentacdo de
adultos e criancas envolvendo nitrito é o seu potencial para formacéao de
compostos carcinogénicos derivados dos nitritos, os compostos N-
nitrosos. Estes compostos sdo formados pela nitrosagdo de aminas
primérias e secundérias. O principal agente nitrosante € o acido nitroso
gerado a partir do nitrito (MAGEE, 1982). Varios estudos tém
demonstrado os efeitos carcinogénicos, citotoxicos, mutagénicos e
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teratogénicos dos compostos N-nitrosos (FERGUSON, 2010; MAGEE,
1982; PETERS et al., 1994).

Assim, apesar de o aleitamento materno ser recomendado como
melhor fonte de nutrientes para criangas menores de seis meses de idade,
cada vez mais as mdes tém optado por alimentar seus filhos com
formulagdes infantis industrializadas, por isso é importante que haja
efetivo controle de qualidade na composigdo e um controle rigoroso dos
teores de nitrato e nitrito nessas formulagGes de modo a néo representar
um risco a salde.

2.2 METODOS EMPREGADAS NA DETERMINACAO DE
NITRATO E NITRITO EM ALIMENTOS

O método 993.03 da AOAC é considerado um método
normalizado para determinacdo de nitrato em alimentos infantis. Esse
método envolve a reducdo do nitrato a nitrito pela reacdo com cadmio
esponjoso, seguido da determinacdo colorimétrica de nitrito em
espectrofotdmetro a 540 nm (AOAC, 2005). A determinacédo de nitrito é
semelhante a determinacdo do nitrato, exceto pela reacdo envolvendo o
cadmio.

Nesse método, as medidas de absorvancia das amostras realizadas
no espectrofotdmetro para determinacéo de nitrato e nitrito sdo simples e
rapidas. Entretanto, para isso ser possivel e os resultados obtidos
apresentarem o minimo de interferéncias, o preparo das amostras é
laborioso e complexo, sendo essa a principal desvantagem desse
método. Um elaborado preparo de amostra é necessario devido a baixa
seletividade da espectrofotometria. Os detalhes das etapas envolvidas no
preparo de amostras pelo método da AOAC serdo discutidos mais
adiante.

Nos ultimos anos, diversas técnicas vém sendo utilizadas na
determinacdo de nitrato e nitrito, dentre os quais se destacam a analise
por injecdo em fluxo acoplado a espectrofotometria (AHMED et al.,
1996; ANDRADE et al., 2003; RUIZ-CAPILLAS; ALLER-GUIOTE;
JIMENEZ-COLMENERO, 2007), potenciometria (PEREZ-OLMOS et
al., 1997), voltametria (SANTOS et al.,, 2009), cromatografia i6nica
(MCMULLEN et al., 2005), e eletroforese capilar (JASTRZEBSKA,
2010; JOHNS et al., 2004; MERUSI et al., 2010; OZTEKIN; NUTKU;
ERIM, 2002).
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Das técnicas citadas, a eletroforese capilar (CE, do inglés,
“capillary electrophoresis”) apresenta potencial para desenvolver
métodos para determinagdo simultanea de cétions e anions em curtos
tempos de separacdo. Caracteristicas essas ndo observadas nas demais
técnicas o que faz da CE uma ferramenta importante a ser explorada
para o desenvolvimento de novos métodos de analise rapida de nitrato e
nitrito.

2.3 ELETROFORESE CAPILAR

A eletroforese capilar (CE) é uma técnica de separacdo baseada
na migracdo diferenciada de compostos idnicos ou ionizaveis quando
submetidos a um campo elétrico (TAVARES, 1996). Durante a
aplicacdo de uma diferenca de potencial as espécies idnicas migram a
uma dada velocidade e direcdo determinadas pela sua massa e carga
(LANDERS, 2008).

Em CE, a separacdo é conduzida em tubos de dimenses
capilares, preenchidos com eletrdlito condutor, e submetidos & agéo de
um campo elétrico. O uso do capilar oferece muitas vantagens sobre os
outros meios utilizados para eletroforese (placas de gel, papel, etc).
Devido a fatores geométricos (a relagao entre a area superficial interna e
volume apreciavelmente grande), um capilar possibilita a dispersdo
eficiente do calor gerado pela passagem da corrente elétrica (Efeito
Joule). Além disso, a alta resisténcia elétrica do capilar permite o
estabelecimento de campos elétricos elevados (100 a 1000 V/cm),
resultando em separacdes de alta eficiéncia (geralmente excede 10°
pratos tedricos), e tempos de andlise apreciavelmente curtos. Outras
vantagens da CE sdo: a reduzida demanda de amostra, com volumes
tipicamente na ordem de 1 a 10 nL, e a possibilidade de injecdo e
deteccdo em fluxo (TAVARES, 1997).

Existem véarios modos de separacdo em eletroforese capilar, dos
quais podemos destacar: eletroforese capilar de zona (CZE), eletroforese
capilar em gel (CGE), focalizacdo isoelétrica capilar (CIEF),
cromatografia eletrocinética micelar (MEKC), isotacoforese capilar
(CITP). Cada modo de separacdo apresenta mecanismos caracteristicos
que permitem a separacdo diferencial dos analitos de interesse
(SKOOG; HOELER; NIEMAN, 2002).

A CZE tem mostrado ser (til para a separagdo de diversos
compostos, em que o capilar é preenchido com eletrélito de corrida
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(BGE), geralmente com caracteristica tamponante. A amostra ¢
introduzida em uma das extremidades do capilar e um campo elétrico é
aplicado, fazendo com que os diferentes componentes idnicos da
mistura migrem de acordo com sua propria mobilidade (direcdo e
velocidade) determinada pela sua massa e carga (LANDERS, 2008;
SKOOG; HOELER; NIEMAN, 2002). A CZE é um modo usado para
analises de ions inorganicos, moléculas pequenas, proteinas e
carboidratos.

A instrumentacdo em CE é bastante simples e o sistema consiste
basicamente em uma fonte de alta tensdo, tubos capilares, eletrodos,
geralmente de platina e um detector, como mostra a Figura 1.

Figura 1 - Representacdo esquematica de um sistema de eletroforese capilar.
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Fonte: Adaptado de Costa, 2009.

Como mostra a representacdo, a fonte de alta tenséo € conectada
através dos eletrodos a dois reservatorios que contém solucdo de
eletrélito e pode ser operada a voltagem e/ou corrente constante, com
voltagem podendo variar de -30 a +30 kV e a corrente de 0 a 200 pA
(TAVARES, 1996). Pelo capilar, aplica-se uma corrente de alta tensdo
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que faz com que os analitos se movam entre os polos positivo e
negativo, chegando ao detector que conectado a um computador fornece
os resultados da analise na forma de eletroferograma. E nos tubos
capilares onde ocorre a separagdo dos analitos. Estes capilares
normalmente sdo fabricados com silica fundida, material este que
fornece maleabilidade, possui alta constante dielétrica, baixa
condutividade elétrica alta transmitancia éptica entre 190 a 900 nm. A
fonte de alta tensdo é conectada através dos eletrodos a dois
reservatorios que contem BGE. Os reservatdrios posicionados na
entrada e/ou saida do capilar podem conter BGE, amostra ou outras
solucbes pertinentes a0 método de separacdo proposto, podendo ser
facilmente trocados. O sistema de deteccdo amplamente utilizado em CE
é absorcdo na regido UV-Vis devido a facilidade de implementacdo
deste dispositivo e aplicabilidade. O computador, através de um
software, permite a selecdo e controle dos pardmetros do sistema, além
da aquisicéo e tratamento de dados.

Os tubos capilares sdo responsaveis pelo surgimento de um
fendmeno a ser considerado nas separagdes por CE, denominado fluxo
eletrosmoético (EOF). A silica fundida € composta por grupamentos
silanol, que apresentam carater levemente 4cido (pka ~ 4 - 6).
Dependendo do pH do BGE estes grupamentos se ionizam, tornando a
superficie negativamente carregada e liberando jons H* para o seio da
solucédo que preenche o capilar. Quando da tenséo elétrica é aplicada, os
fons positivamente carregados movimentam-se em dire¢do ao catodo e
ao migrarem induzem o surgimento de um fluxo de liquido no capilar,
denominado EOF. Um esquema representando a ocorréncia do EOF esta
mostrado na Figura 2-a. A presenca deste fendbmeno pode contribuir
para melhorar a resolugdo de separagcdo de compostos empregando a
técnica (COLOMBARA; TAVARES; MASSARO, 1997; SILVA, et al.
2007; TAVARES, 1996).
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Figura 2 - Representagdo esquematica do fluxo eletrosmoético normal (a) e curva
de mobilidade do EOF em funcdo do pH para um capilar de silica fundida (b).
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Existem duas formas de introducdo de amostras em CE: injecdo
eletrocinética e injecdo hidrodindmina. Na injecéo eletrocinética, aplica-
se uma diferenca de potencial entre os reservatérios de amostra e
eletrélito por determinado tempo, entdo a amostra € transferida para
dentro do capilar, devido & combinacdo da velocidade eletroforética e
eletrosmoética. Uma limitag8o deste tipo de injecdo é que a quantidade de
amostra introduzida no sistema é muitas vezes pouco representativa. Ja
na injecdo hidrodindmica utiliza-se uma diferenca de pressdo como
mecanismo de introducdo da amostra e neste caso & possivel uma
amostragem representativa, além de apresentar maior reprodutibilidade
gue a injecdo eletrocinética (HARRIS, 2008; SILVA et al., 2007;
TAVARES, 1996).

Um dos parametros mais importantes no desenvolvimento de
métodos por CE é a composicdo do BGE. De acordo com Xiong e Li
(1999) a escolha do BGE ndo é uma escolha arbitraria, deve levar em
consideracgdo varios fatores, entre eles, 0 modo de separacdo, 0 modo de
deteccdo (direto ou indireto), a compatibilidade entre as condicdes de
separacao e deteccdo, capacidade tamponante, seletividade da separagéo,
deteccdo e efeitos de matriz. Por isso o desenvolvimento do eletrélito
adequado pode ser relativamente complexo. Por exemplo, em um
método de separagdo por CZE, as caracteristicas de um bom eletrolito de
corrida incluem boa capacidade tamponante no pH escolhido, selecdo de
co e contra-ion a fim de minimizar a assimetria dos picos, nédo
apresentar absortividade na mesma regido dos analitos, ter baixa
condutividade elétrica e mobilidade efetiva proxima aos analitos, para
ndo provocar alargamento dos picos (TAVARES, 1997; VITALI;
FAVERE; MICKE, 2011).

O modo de deteccdo mais empregado em CE é absorcdo
molecular na regido do ultravioleta e/ou visivel (UV/VIS). Para analitos
gue possuem grupos cromaforos, a deteccdo é feita de forma direta, pela
medida da absorgdo dos ions quando esses passam pelo detector. Para
compostos que ndo possuem grupos cromaforos, ou que possuem baixa
absortividade molar sem derivatizacdo, a medida nido é baseada na
absorcdo dos fons da amostra diretamente. Neste caso, um croméforo
ibnico é adicionado ao eletrdlito e o detector recebe um sinal continuo
devido a presenca deste composto. Ao passar pelo detector, o analito
desloca os ions deste cromoforo, de modo que o sinal de fundo diminui
durante a passagem de sua banda, ou seja, a deteccéo do analito baseia-
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se na diminuicdo da absorvancia do composto cromdforo (SKOOG;
HOLLER; NIEMAN, 2002; XIONG; LI, 1999).

Quando comparada a cromatografia de troca idnica (outra técnica
de separacdo de ions), a CE apresenta indmeras vantagens. A
cromatografia de troca idnica usando deteccdo de condutividade,
também conhecida como cromatografia idnica (IC), é uma técnica que
tem algumas limitaces em relacdo ao elevado custo e a baixa
durabilidade das colunas de separagdo, pois a fase mdvel geralmente ¢é
fortemente &cida ou alcalina, os efeitos de matriz também séo comuns, o
gue requer etapas adicionais de preparo de amostra. A CE é uma técnica
com menor custo, maior velocidade de separa¢do e melhor resolucdo
guando comparada com a cromatografia de troca ibnica (HEIGER,;
WEINBERGER, 2012; RHEMREV-BOOM, 1994). Outra caracteristica
da CE € a possibilidade de determinar analitos catidnicos e anibnicos
simultaneamente, diferente da cromatografia de troca iénica (BRIONE
et al., 2007). Além disso, a CE permite separacdes com elevada
resolucdo, alta velocidade, utilizando reduzidos volumes de amostra
(ordem de nanolitros para injecdo), gerando quantidades de residuos
igualmente reduzidos (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002).

Devido as caracteristicas implicitas a técnica, a CE tem sido
empregada na determinagdo de céations e anions em vérias matrizes
alimentares, como por exemplo, vegetais (FUKUSHI et al, 1997),
vinhos (ROVIO; SIREN; SIREN, 2011), 4gua (MOTELLIER; PETIT;
DECAMBOX, 2000), acucares (MERUSI et al.,, 2010) e produtos
carneos (PEREIRA; PETRUCI; CARDQOSO, 2012).

2.3.1 Eletroforese capilar aplicada & determinacao de anions

A migracdo eletroforética dos anions é sempre dirigida ao polo
positivo. Quando a separacdo de anions é conduzida sob EOF normal e a
mobilidade do EOF for menor que a mobilidade dos &nions, a resultante
da mobilidade do anion é a diferenca entre sua mobilidade e a
mobilidade do EOF. Nesse caso, a polaridade do sitio de injecdo dos
anions deve ser negativa. Assim, &nions maiores e, portanto, mais
lentos, chegam no detector depois dos &nions mais rapidos, pois migram
contra o EOF em direcdo ao eletrodo de carga oposta, ou seja,
positivamente carregado. Quando os anions sdo separados sob EOF
normal e a mobilidade do EOF for maior que a mobilidade dos anions,
aqueles com menor mobilidade sdo conduzidos pelo EOF até o detector
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antes dos que tem maior mobilidade, desde que sejam injetados no polo
de carga positiva. Outra situacdo ocorre quando o EOF ¢ invertido pela
adicdo de um modificador da parede do capilar. Nesse caso tanto 0 EOF
guanto os anions migram na mesma direcdo, possibilitando a deteccdo
qguando injetados no polo negativo (COLOMBARA; TAVARES;
MASSARO, 1997; MERUSI et al.,, 2010). Visto que o EOF afeta
amplamente a determinacdo de &nions é necessario seu controle e, este
pode ser feito através de variagbes no pH, incorporagdo de aditivos ao
BGE, entre outros.

Em separacOes de anions por CE, o BGE afeta a simetria da
banda. Diferengas muito pronunciadas entre as mobilidades do analito e
do co-ion componente do eletrolito geram bandas distorcidas. Quando a
mobilidade do co-ion do eletrélito € muito maior que a mobilidade do
analito, o pico resultante apresenta uma cauda, ja quando a mobilidade
do co-ion é muito menor que a mobilidade do analito, forma-se uma
cauda frontal. Mas esses efeitos podem ser facilmente contornados pela
escolha adequada do co-ion do BGE. Segundo Merusi et al. (2010) CE
vem demonstrando ser uma técnica poderosa para determinagdo de
anions, uma vez que permite analises rapidas e baixos custos
operacionais.

2.3.2 Aplicacdo de eletroforese capilar na determinacéo de nitrato e
nitrito em alimentos

A aplicacdo de métodos utilizando CE na determinagdo de nitrato
e nitrito em alimentos ainda é pouco explorada, pois estes analitos séo
comumente determinados por métodos espectrofotométricos.

Oztekin, Nutku e Erim (2002) desenvolveram um método para
determinacdo de nitrato e nitrito em produtos carneos e vegetais
empregando CZE com modo de detecgdo direto. O capilar empregado
foi revestido com poliéter imida, a fim de inverter o EOF. O BGE foi
constituido por 20 mmol L™ de tris-hidroximetilaminometano (TRIS), e
0 padrdo interno (I. S.) escolhido foi o tiocianato. O método proposto
permitiu tempos de separacdo menores que 3 minutos e o limite de
deteccdo (LOD) foi 0,105 e 0,099 mg L™, para nitrito e nitrato,
respectivamente.

Johns e colaboradores (2004) desenvolveram um método para
determinacdo simultanea de anions (cloreto, bromato e nitrato) e cations
(litio, magnésio, sodio, célcio, potassio e ambnio) empregando CE com
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fluxo eletrosmético anddico com alta magnitude. O BGE foi composto
por 6 mmol L™ de imidazol, 12 mmol L™ de 4cido 2-hidroxi-isobutirico
(HIBA), 0,1 mmol L™ de brometo de dodecildimetilamdnio (DDAB) e 2
mmol L™ de éter coroa (1,4,7,10,13,16-hexa-oxaciclo-octadecano) em
pH 4, com modo de detec¢do indireto. A separa¢do ocorreu em menos
de 4 minutos, os LOD para os cations variaram de 0,92 a 5,65 pmol L™
e para os anions de 6,66 a 11,43 umol L™

Para determinar nitratos, nitritos e oxalatos em amostras de
vegetais, acucar e fibras dietéticas, Merusi e colaboradores. (2010)
desenvolveram um método de CE no qual o BGE foi composto por
tamp&o fosfato 50 mmol L™ a pH 2,5 e deteccéo direta. A separacéo foi
conduzida em menos de 4 minutos, os LOD foram 0,3, 0,8 e 4,5 mg L™
para nitrato, nitrito e oxalato, respectivamente. Os limites de
quantificagdo (LOQ) foram 0,5 mg L™ para o nitrato, 1,6 mg L™ para o
nitrito e 14 mg L™ para os oxalatos.

Oliveira e colaboradores (2012) desenvolveram método
utilizando CZE com deteccdo direta para analise simultanea de nitrato e
nitrito em amostras de agua de abastecimento. O BGE otimizado
consistiu de 100 mmol L™ de TRIS/HCI e 0,15 mmol L™ de brometo
de cetiltrimetilamoénio (CTAB) em pH 8,2. A separacdo dos analitos
ocorreu em menos de 3 minutos. Os LOD e LOQ obtidos para 0 método
foram na ordem de pg L™.

Pereira, Petruci e Cardoso (2012) desenvolveram um método em
CZE com modo de deteccéo direto para determinagdo de nitrato e nitrito
em produtos carneos comercializados no mercado brasileiro. O I. S.
escolhido pelos autores foi o sulfito, e 0 BGE consistiu em uma mistura
de tetraborato de sédio (60 mmol L™) e CTAB 0,2 mmol L™ para
inversdo do EOF. O método desenvolvido permitiu a separacdo dos
compostos em menos de 5 minutos, com LOD para nitrato e nitrito
foram 0,17 e 0,15 mg LY respectivamente, e LOQ para nitrato e nitrito
foram 0,56 e 0,49 mg LY, respectivamente.

A literatura mostra o potencial apresentado pela CE na
determinacdo de sais de nitrato e nitrito em matrizes alimentares. Sua
detectabilidade satisfatoria, possibilidade de reduzidos tempos de
analise, resolucdo e baixo custo operacional, tornam esta técnica
promissora e de grande utilidade em laboratérios de andlise de rotina e
fiscalizacdo.
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2.4 PROCEDIMENTOS DE PREPARO DE AMOSTRA

O método 933.03 da AOAC é considerado método normalizado
para determinacdo de nitrato em alimentos infantis, e baseia-se na
extracdo dos ions nitrato em &gua quente, adicdo de tetraborato de sddio
e sulfato de zinco para precipitacdo das proteinas. Depois da etapa de
extracdo a amostra é resfriada até temperatura ambiente, filtrada e parte
da solugdo resultante é tratada com cadmio esponjoso para reducdo de
nitrato a nitrito, em seguida o nitrito é entdo determinado
espectrofotometricamente através de reacdo colorimétrica com é&cido
sulfanilico e cloreto de alfa-naftilenodiamina (AOAC, 2005). A
determinacéo de nitrito é semelhante, com excecdo da etapa envolvendo
0 cadmio.

O método normalizado para estas determinagdes apresenta
diversas desvantagens, entre elas, a demanda de longos tempos para
andlise, principalmente na etapa de preparo de amostra (tempo superior
a 3 horas), utiliza grande quantidade de materiais de laboratério, grande
volume de reagentes e consequentemente gera elevados volumes de
residuos. Além de expor o analista a riscos, devido a utilizacdo de
cadmio, metal conhecidamente toxico que é carcinogénico e pode causar
danos a varios 6rgaos (AL-ASSAF et al., 2013).

Devido as dificuldades implicitas as determinacGes empregando
0s métodos oficiais de analise, ha um crescente interesse por
procedimentos alternativos que reduzam e facilitem as operagdes de
preparo de amostras, que utilizem reagentes menos tdxicos e que gerem
menos residuos. Por isso muitas metodologias de analise ao serem
desenvolvidas buscam ndo sd a melhoria do método, mas também
redugdo nas etapas envolvendo o preparo de amostra.

A literatura mostra que o preparo de amostra para determinacdo
de nitrato e nitrito é conduzida majoritariamente através de extracdo dos
analitos com 4gua quente, seguido de desproteinizacdo. McMullen e
colaboradores (2005), por exemplo, determinaram nitrato e nitrito em
diferentes amostras de alimentos infantis utilizando cromatografia
ibnica, o procedimento de preparo de amostra consistiu na extracdo dos
analitos com &gua quente, agitacdo, desproteinizacdo com acetonitrila,
centrifugacdo, diluicdo, seguida de filtracdo e injecdo. Resultando em
recuperacOes que variaram de 87 a 104%.

Para determinar nitrato e nitrito a partir de CZE em amostras de
vegetais Merusi et al. (2010) conduziram a extracdo com agua quente
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(100°C) sob agitacdo por 15 minutos, a solucdo foi filtrada, e ndo foi
necessario etapa adicional de desproteinizacdo. O preparo de amostra
mostrou-se eficiente demonstrando bons resultados de recuperacgdo (90-
109%).

Pereira, Petruci e Cardoso (2012) determinaram nitrato e nitrito
em embutidos carneos, com a extracdo dos analitos em agua quente
(80°C), homogeneizacdo durante 2 minutos e um segundo aquecimento
da amostra a 80°C, desta vez durante 1 hora. Apds a extracdo a amostra
foi filtrada, diluida e encaminhada para injecdo em equipamento de CE.
Os valores de recuperagdo de nitrato e nitrito na amostra variaram de
96,9 a 101,9%, mostrando que o método empregado foi eficiente para a
extracdo dos compostos da matriz estudada.

O preparo da amostra é normalmente uma etapa limitante da
maioria das determinac@es, pois longos tempos de preparo diminuem a
frequéncia analitica. Por isso o0s métodos de extracdo sao
exaustivamente estudados, a fim de reduzir os tempos de preparo de
amostra e 0 consumo de reagentes, mas sem comprometer os resultados
de recuperacéo.

2.5 VALIDACAO ANALITICA

A validacdo de um método é o processo no qual se determina que
0 mesmo seja adequado para os propositos para que se destina (BRUCE;
MINKKINEN; RIEKKOLA, 1998). Por isso, novos métodos devem ser
validados antes de serem implantados em analises de rotina, de modo a
garantir a veracidade dos resultados obtidos. Porém a validacdo de um
método analitico ndo é uma tarefa simples, pois requer um grande
nimero de experimentos analiticos e célculos estatisticos (HARRIS,
2008).

Existem dois tipos de validacdo, a validacdo em laboratério (do
inglés in house validation) e a validacdo completa (do inglés full
validation). No primeiro caso a validagdo é avaliada dentro de um Gnico
laboratério, porém sem levar em consideracdo 0 parametro
reprodutibilidade, por isso muitas vezes este tipo de validacdo é
considerada uma etapa preliminar nos estudos de validacdo. Ja a
validacdo completa envolve todos os parametros de desempenho, além
de ser comum o0 uso de estudos interlaboratoriais para estabelecer a
reprodutibilidade e a incerteza associada ao método e sé assim pode ser
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aceita como uma metodologia oficial para uma determinada aplicacao
(THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002).

Existem varios protocolos de validacdo de métodos analiticos
entre eles EURACHEM, INMETRO, MAPA e ANVISA. Nos estudos
de validacdo podem ser avaliados varios pardmetros, entre eles a
seletividade, linearidade, exatiddo, precisdo, robustez, limite de deteccéo
e quantificagéo.

2.5.1 Conformidade do sistema

O teste conformidade do sistema deve ser realizado antes de
procedimentos de validacdo ou anélise de amostras a fim de comprovar
a adequacdo do sistema de analise ao utiliza-lo e garantir que este é
adequado para produzir resultados com exatiddo e precisdo aceitaveis
(HUND et al., 2002; BRISCOE; STILES; HAGE, 2007). Alguns
protocolos de validagcdo ndo contemplam este pardmetro, no entanto
julga-se importante garantir que o sistema de analise fornecera dados
confiaveis.

2.5.2 Linearidade

Uma faixa de trabalho validada consiste no intervalo de
concentracdo no qual a linearidade, a exatiddo e a precisdo sdo
aceitaveis. Para Thompson, Ellison e Wood (2002) as curvas de
calibracdo devem ser construidas em triplicata, possuir seis ou mais
pontos distribuidos de forma equidistante, com concentracfes menores e
maiores que o valor esperado, além de ser recomendado que a
concentragcdo da amostra fique proxima ao ponto central da faixa de
trabalho.

A linearidade é definida como a capacidade de um método
analitico produzir resultados diretamente proporcionais & concentragéo
do analito em amostras, em uma dada faixa de concentracdo
(INMETRO, 2007). Muitas vezes este parametro é erroneamente
determinado através dos coeficientes de correlagdo (r) e determinagédo
(R?). Entretanto estes coeficientes por si s6 ndo sdo suficientes para
garantir o ajuste da curva ao modelo linear, pois modelos com alto
residuo ou pontos mal distribuidos também podem fornecer bons
coeficientes de correlagdo e determinacdo (RIBEIRO et al., 2008;
SOUZA; JUNQUEIRA, 2005).
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O método dos minimos quadrados ordinarios (MMQOQO) é uma das
ferramentas estatisticas mais aceitas para avaliar a linearidade. A analise
do gréfico dos residuos permite detectar problemas de ajuste da curva,
como os desvios da linearidade. Em uma curva bem ajustada os residuos
devem estar dispostos de forma aleatdria em torno do zero, ter variancia
constante (homoscedasticidade) e auséncia de valores discrepantes
(BUSSAB; MORETTIN, 2010).

2.5.3 Efeito de matriz

O efeito de matriz é definido como uma mudanga no sinal
analitico causado por componentes da amostra diferentes do analito. A
matriz pode conter diversos componentes que interferem no
desempenho da medicéo e estes interferentes podem agir aumentando ou
reduzindo o sinal analitico (INMETRO, 2007). Para avaliagdo do efeito
de matriz em amostras desconhecidas, complexas, e na auséncia de
amostras brancas, o método mais indicado é a adicdo de padrdo
(HARRIS, 2008).

A avaliacdo do efeito de matriz deve ser conduzida de forma
semelhante ao procedimento para construcdo da curva em solucéo
padrdo, respeitando as mesmas concentracdes, diluicbes e na mesma
faixa de trabalho. A curva de calibracdo em matriz deve ser avaliada
guanto ao parametro linearidade, e caso este seja confirmado, faz-se a
comparagdo entre as inclinagdes das curvas em solucdo padrdo e em
curva de matriz a fim de comparar se existe diferenca significativa entre
si, caso ndo isso ndo se comprove, pode-se dizer que a matriz ndo afeta o
ensaio (TAVERNIERS; LOOSE; BOCKSTAELE, 2004; THOMPSON;
ELLISON; WOOD, 2002).

2.5.4 Seletividade

Um método é considerado seletivo quando produz respostas para
varios analitos, porém é capaz de distinguir e detectar com exatiddo o
analito de interesse na presenca de interferentes (BRUCE;
MINKKINEN; RIEKKOLA, 1998; TAVERNIERS; LOOSE;
BOCKSTAELE, 2004).
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2.5.5 Precisédo

O parametro precisdo é definido como a estimativa da disperséo
de resultados entre ensaios independentes, repetidos de uma mesma
amostra, amostras semelhantes ou padrdes, em condic¢Ges definidas. A
precisdo é expressa em termos do coeficiente de variacdo (CV) e pode
ser estimada como repetibilidade, precisdo intermedidria e
reprodutibilidade (INMETRO, 2007).

A repetibilidade ou precisdo intra-ensaio permite verificar a
variabilidade a ser esperada quando um método é executado por um
Unico analista, em um unico laboratorio, utilizando a mesma
instrumentacdo. A precisdo intermediaria, ou precisdo inter-ensaio,
mostra a variabilidade da precisdo de experimentos conduzidos em um
mesmo laborat6rio por diferentes analistas, ou em dias diferentes, ou em
equipamentos diferentes. Enquanto que a reprodutibilidade avalia-se a
precisdo dos resultados obtidos para uma determinada analise seguindo
a mesma metodologia, mas variando sempre que possivel os operadores,
0s instrumentos, entre outros fatores experimentais (EURACHEM,
1998; RIBEIRO et al. 2008).

Os parametros de medida do CV dependem da técnica
empregada, para CE, por exemplo, recomendam-se os parametros tempo
de migracédo e area do pico. Quanto maior o CV menor é a precisdo da
medida (BRUCE; MINKKINEN; RIEKKOLA, 1998).

2.5.6 Exatidao

A exatiddo é definida como a concordancia entre o valor medido
no ensaio e o valor aceito como referéncia (THOMPSON; ELLISON;
WOOD, 2002). A avaliacdo deste parametro pode ser conduzida através
de comparagdes interlaboratoriais, ensaios de recupera¢do ou ainda
utilizacdo de materiais de referéncia certificados, (INMETRO, 2007).
Dentre esses 0s testes de recuperacdo sdo mais comuns devido a maior
simplicidade. O uso de materiais de referéncia é limitado muitas vezes
pelo custo elevado e menor disponibilidade.

Os testes de recuperacdo sdo conduzidos pela estimativa de
quantidades conhecidas de analito adicionadas a uma amostra, e podem
ser avaliados em trés niveis de concentragdo: proximo ao LOD; préximo
a concentracdo média da faixa de trabalho; préximo ao ponto maximo
da faixa de trabalho. Essa forma de recuperacdo também é conhecida
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como recuperacao aparente e apresenta limitacdes uma vez que o analito
adicionado, ndo esta na amostra da mesma forma, e sim de uma forma
mais facilmente detectavel (INMETRO, 2007). Para Ribeiro et al.
(2008) a exatiddo pode ser determinada também pela comparacdo dos
resultados obtidos os resultados de uma segunda metodologia, que seja
bem estabelecida.

2.5.7 Limite de detecgdo e limite de quantificagdo

O limite de deteccdo (LOD) é a menor concentracdo do analito
gue produz um sinal de trés a cinco vezes a razdo sinal/ruido do
equipamento, o sinal é medido, mas ainda é muito pequeno para ser uma
medida exata. Ja o limite quantificacdo (LOQ) é a menor concentracdo
do analito que pode ser determinada com um nivel aceitavel de exatidao
e precisdo, correspondendo a um sinal dez vezes maior que a relacdo
sinal/ruido (INMETRO, 2007; HARRIS, 2008).

2.5.8 Robustez

A robustez é a capacidade de um método resistir a pequenas
variages deliberadamente feitas nos pardmetros analiticos sem alterar
significativamente sua exatiddo e precisdo. Um método robusto é aquele
gue se mostra praticamente insensivel a pequenas variagdes que possam
ocorrer enquanto este esteja sendo executado (HARRIS, 2008;
RIBEIRO et al., 2008).

O INMETRO (2007) recomenda o teste de Youden para
verificagdo da robustez de um método analitico, pois este teste permite
determinar os parametros que tém a maior influéncia sobre o resultado
final da analise e obter um controle mais rigoroso das variacdes nestes
parametros que podem ocorrer durante a analise de rotina, além de
ordenar a influéncia de cada variavel nos resultados.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

e Desenvolver e validar um método rapido para preparo de
amostras e determinagdo simultdnea de nitrato e nitrito em
alimentos infantis utilizando CZE.

3.1.1 Objetivos especificos

e Definir a composic¢ao do eletrolito de corrida e avaliagdo dos
demais parametros instrumentais inerentes a técnica, utilizando
software de simulacdo em CE, para desenvolver um método
rapido de separacdo e determinagdo simultdnea de nitrato e
nitrito;

e Otimizar um procedimento de extragdo de nitrato e nitrito
usando planejamento experimental, visando minimizar o
consumo de reagentes e reduzir também o tempo necessario
para o preparo das amostras a serem analisadas;

e Validar a metodologia proposta contemplando a avaliacdo dos
pardmetros de desempenho: linearidade, efeitos de matriz,
seletividade, precisao, exatidao, robustez e limites de detec¢do e
quantificacdo;

e Analisar amostras comerciais de alimentos infantis quanto ao
contetdo de nitrato e nitrito.



41

4 MATERIAIS E METODOS
4.1 REAGENTES E PADROES

Todas as solugdes foram preparadas com reagentes de grau
analitico e agua desionizada (Milli-Q, Millipore, Bedford, MA, E.U.A.).
Padrdes de nitrito de sodio, bem como tiocianato de potéssio (pureza >
99%) foram adquiridos junto a Merck (Darmstadt, Alemanha). O acido
perclérico (70%) e a B-alanina (> 99%) utilizados foram da marca
Sigma-Aldrich (St. Louis, CO, E.U.A). As solucfes padrdes de nitrato,
nitrito e tiocianato (1000 mg L™) e as solugdes de 4cido perclorico e p-
alanina (100 mmol L™) foram preparadas diariamente e armazenadas a
4°C até o momento da analise. Outros reagentes utilizados durante o
experimento foram hidroxido de sédio (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) e
acetonitrila (Merck, Rio de Janeiro, Brasil).

4.2 INSTRUMENTAL

Os experimentos foram conduzidos em sistema de eletroforese
capilar modelo 7100 da marca Agilent Technologies (Palo Alto,
E.U.A), equipado com detector de arranjo de diodos (DAD),
controlador de temperatura e programa de aquisicdo e tratamento de
dados fornecido pelo fabricante (HP ChemStation®).

Antes do primeiro uso o capilar foi condicionado com 1.0 mol L™
NaOH (30 min) e 4gua desionizada (30 min). No inicio de cada dia, 0
capilar foi condicionado por método de lavagem com 1 mol L™* NaOH
(15 min) seguido de &gua desionizada por 15 minutos e com solucéo de
eletrélito de corrida (15 min). Entre as corridas, o capilar foi lavado com
0 eletrdlito por 1 minuto, e no final de cada dia, fez-se lavagem com 1
mol L ™! NaOH (10 min) e agua (10 min).

As separagdes foram conduzidas em um capilar de silica fundida
de 32 cm, sendo 8,5 cm comprimento efetivo, 50 um de didmetro
interno (d.i.) e 375 um de didmetro externo da marca Polymicro
Technologies (Phoenix, AZ, EUA.), modo de deteccdo direto em 210
nm e a temperatura mantida a 25°C. As amostras e os padrdes foram
introduzidos pela extremidade mais curta do capilar (outlet) com pressao
hidrodinamica de 50 mbar por 3 s. A tensdo utilizada na separagéo foi -
30 kV (polaridade negativa no local de injecéo).
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O BGE usado no método proposto foi composto por &cido
perclérico 10 mmol L™ e p-alanina 40 mmol L™ em pH 3,96, tiocianato
foi utilizado como 1.S. na concentragéo final de 25 mg L™.

4.3 AMOSTRAS

Quatorze amostras de alimentos infantis de duas diferentes
marcas (A — amostras organicas, n= 2; B — amostras tradicionais, n= 12)
foram adquiridas em supermercados da cidade de Floriandpolis (SC) e
mantidas sob refrigeracdo até o momento das analises. Os principais
ingredientes das formulagdes foram batata, abobora, cenoura, beterraba,
espinafre, banana, carne e frango.

Tabela 2 - Composicao das amostras de alimentos infantis utilizadas no estudo.
(continua)

Amostra Ingredientes

Alimento & base de | Agua, batata, peito de frango, abobrinha,
vegetais cebola, mandioquinha, 6leo de canola,
farinha de arroz, 6leo de milho, amido, sal
com reduzido teor de sodio, alho e
fumarato ferroso.

Alimento a base de | Batata, agua, cenoura, carne,
carne e legumes mandioquinha, cebola, 6leo de canola,
farinha de arroz, 6leo de milho, amido,
polpa de tomate, e sal.

Alimento a base de | Banana, agua, foérmula infantil de
banana e leite seguimento (leite desnatado,
maltodextrina, oleina de palma, dleo de
palmiste, 6leo de canola, agua, dleo de
milho, sulfato ferroso, sulfato de zinco,
sulfato de cobre, iodeto de potassio,
lecitina de soja, vitamina A, D, E, K, C,
B1, B2, niacina, vitamina b6, acido folico,
acido pantoténico, vitamina b12 e biotina),
suco de uva branca, amido, leite em po,
60leo de milho e canola, carbonato de
calcio, vitamina ¢ e acidulante &cido
citrico.
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Tabela 3 - Composicao das amostras de alimentos infantis utilizadas no estudo.

(continuacéo)

Amostra

Ingredientes

Alimento organico

a base de
macarrao e
vegetais

Alimento organico
a base de ab6bora

Alimento a base de
carne e vegetais

Alimento a base de
hortalicas e frango

Alimento a base de
beterraba

Alimento a base de
frango e vegetais

Macarrdo  organico, 4&gua, abobora
organica, batata organica, milho, brécolis,
caldo desidratado de verduras sem sal.

Abobora orgénica, batata organica, agua,
milho e sal.

Batata, cenoura, agua, carne, brocolis,
cebola, polpa de abdbora, 6leo de canola,
6leo de milho, farinha de arroz, polpa de
tomate, amido e sal.

Batata, peito de frango, &agua, couve,
espinafre, cebola, 6leo de canola, farinha
de arroz, 6leo de milho, amido e sal.
'‘Contém  espinafre. N&o pode ser
consumido por menores de 3 meses de
idade.'

Batata, 4gua, mandioquinha, feijdo,
cebola, polpa de tomate, cenoura, 6leo de
canola, 6leo de milho, polpa de abobora,
amido, beterraba, farinha de arroz e sal.
N&o contém glaten. 'Contém beterraba.
N&o pode ser consumido por menores de 3
meses de idade.”

Batata, peito de frango, cenoura, agua,
frango, polpa de abdbora, cebola, chuchu,
amido, 6leo de canola, 6leo de milho,
farinha de arroz, sal e antioxidante acido
ascorbico.
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Tabela 4 - Composicao das amostras de alimentos infantis utilizadas no estudo.
(conclusao)

Amostra

Ingredientes

Alimento a base de
carne, legumes e
macarrao

Alimento & base de
legumes e carne

Alimento a base de
gema de ovos,
carne e vegetais

Alimento a base de
peru, vegetais e
arroz

Alimento a base de
frango, vegetais e
macarrao

Batata, carne, cenoura, agua, polpa de
abobora, cebola, 6leo de canola, polpa de
tomate, macarrdo, 6leo de milho, amido e
sal.

Batata, cenoura, carne, agua, cebola, polpa
de abdbora, 6leo de canola, chuchu, 6leo
de milho, farinha de arroz, amido e sal.

Batata, agua, cenoura, carne, polpa de
abdbora, cebola, farinha de arroz, éleo de
canola, gema de ovo, amido, polpa de
tomate, 6leo de milho, e sal.

Batata, cenoura, carne, agua, cebola, polpa
de abdbora, 6leo de canola, chuchu, 6leo
de milho, farinha de arroz, amido e sal.

Batata, agua, peito de frango, cenoura,
brécolis, polpa de abdbora, cebola,
macarrdo, 6leo de canola, dleo de milho,
amido e sal.

Fonte: préprio autor.
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4.4 PREPARO DE AMOSTRA

O preparo de amostra dos alimentos infantis foi conduzido a
partir de modificagcbes do método proposto por McMullen et al. (2005)
desenvolvido para andlise de nitrato e nitrito em amostras de alimentos
infantis por cromatografia idnica. A modificacdo do preparo de amostra
citado compreendeu adaptar o procedimento ao sistema de CE e conferir
maior frequéncia analitica, além de minimizar os custos de reagentes e
geracdo de residuos, uma vez que o método citado envolvia uso de
elevados volumes de reagentes.

Na otimizacdo do procedimento de preparo de amostras foi
empregado planejamento fatorial 2° com triplicata no ponto central, uma
visdo geral do experimento fatorial € mostrada na Tabela 3 e a resposta
do planejamento fatorial foi gerada a partir dos resultados com a
Equacéo 1.

Tabela 5 — Planejamento fatorial 23 com ponto central empregado na otimizacéo
do preparo de amostras de alimentos infantis para determinacdo simultanea de
nitrato e nitrito utilizando CZE.

Variaveis Fator Nivel
-1 0 +1
1 Massa, g 5 7,5 10
2 Tempo de agitagdo, min 1 5 10
3 Acetonitrila, mL 1 2 3
Fonte: proprio autor.
_ (Area nitrato + Area nitrito) Equa(;éo 1

tempo total da extragio

A condicdo final de extracdo compreendeu o0 seguinte
procedimento: uma aliquota de 10 mL de &gua desionizada (60°C) foi
adicionada a um tubo de centrifugacdo contendo aproximadamente 10 g
de amostra, a mistura resultante foi homogeneizada em vortex por 1
minuto, resfriada a temperatura ambiente e entdo transferida para um
baldo volumétrico. Adicionou-se 1 mL de acetonitrila (ACN) e o
volume do baldo foi ajustado para 25 mL, aliquotas foram transferidas
para microtubos e procedeu-se a centrifugacdo a 4000 rpm durante 10
minutos. O sobrenadante da centrifugacdo foi entdo diluido na
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propor¢do de 1:1 (v/v) com tiocianato (1.S.) até concentracdo final 25
mg L™ e injetado no equipamento de CE. Todas as amostras foram
preparadas em triplicata.

4.5 VALIDACAO ANALITICA

Os estudos de validacdo foram baseados nas normas da
EURACHEM (1998) e em trabalhos publicados na literatura (SOUZA,;
JUNQUEIRA, 2005; SOUZA; PINTO; JUNQUEIRA, 2007,
THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002). Os parametros de validagédo
avaliados foram: conformidade do sistema, faixa de trabalho;
linearidade; efeito de matriz; seletividade, precisdo; robustez e limites de
deteccdo e quantificacdo. Devido a semelhanga na composi¢do com base
nos rotulos das formulagGes de alimentos infantis estudadas, os estudos
de validagdo foram realizados em trés das quatorze amostras, e oS
resultados considerados para as demais. As amostras escolhidas foram
divididas em trés categorias: alimento a base de vegetais (A); alimento a
base de carne e vegetais (B) e alimento a base de frutas (C). O nivel de
significancia adotado nos testes de hip6teses foi a= 0,01.

4.5.1 Conformidade do sistema

O teste de conformidade do sistema foi realizado considerando o
coeficiente de variagdo (CV) das médias obtidas de dez injecOes
consecutivas de solucdo padrdo. Os pardmetros avaliados foram: &rea do
pico corrigida (Area sai/Area s); tempo de migracdo corrigido (tn
analito/tm 1.5.); resolucdo.

45.2 Linearidade

A linearidade foi avaliada a partir de curvas de calibracdo em
solucdo padrdo preparadas em triplicata, construidas em seis niveis de
concentracdo distribuidos de forma equidistante (5-55 mg L™) e
analisadas de forma aleat6ria, como sugerido por Thompson, Ellison e
Wood (2002).

Os parametros das curvas de calibracdo foram estimados pelo
método dos minimos quadrados ordinarios (MMQOQ), o qual requer que
as premissas de normalidade, homoscedasticidade e independéncia dos
residuos sejam atendidas. A partir dos resultados obtidos fez-se
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regressdo linear e grafico dos residuos para verificar a presenca de
valores discrepantes (outliers), apds a inspecdo visual os possiveis
outliers foram submetidos ao teste de Grubbs para confirmagédo
(GRUBBS, 1969). Para verificar se as premissas referentes ao MMQO
estavam sendo atendidas, os residuos também foram avaliados quanto a
normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk (SHAPIRO; WILK, 1965),
homoscedasticidade pelo teste de Cochran (COCHRAN, 1941),
independéncia a partir do teste de Durbin-Watson (DURBIN;
WATSON, 1951) e o ajuste ao modelo linear foi feito empregando o
teste F (SNEDECOR; COCHRAN, 1989).

4.5.3 Efeito de matriz

Devido & complexidade da matriz das amostras de alimentos
infantis e a impossibilidade de encontrar uma amostra branca, as curvas
de calibragdo da matriz foram construidas usando o método de adicdo de
padrdo (MERUSI et al., 2010).

Para verificagdo do ajuste ao modelo linear, 0s mesmo testes
estatisticos aplicados a curva de solucdo padrdo foram repetidos para a
curva de matriz, em relacdo a presenca de outliers e quanto as premissas
de normalidade, homoscedasticidade, independéncia dos residuos e
ajuste ao modelo linear.

Para avaliacdo do efeito de matriz, fez-se a comparagdo das
inclinagBes das curvas de solucdo padrdo e curva de matriz, através da
aplicacdo teste t. Para definir qual o tipo de teste t a ser empregado,
realizou-se o teste F. De acordo com Bruce, Minkkinen e Riekkola
(1998) se o F calculado for menor que o F tabelado, ndo ha diferenca
significativa entre as varidncias, e neste caso, a matriz ndo afeta a
precisdio do método na faixa de trabalho avaliada. Neste caso,
recomenda-se aplicar o teste t para variancias equivalentes, e se o t
calculado for menor que o t tabelado, confirma-se que ndo héa efeito de
matriz. Se o teste F apresentar diferenca significativa (F calculado maior
que F tabelado), deve-se aplicar o teste t para varidncias distintas, e
nesse caso se t calculado for menor que t tabelado, ndo ha efeito de
matriz.
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4.5.4 Seletividade

A seletividade do método proposto foi verificada através do
software PeakMaster®. A partir de simulacGes das condigbes de
separacdo foi possivel verificar se outros ions presentes nas amostras
poderiam agir como possiveis interferentes na analise. O software foi
adicionado dos parametros de analise como: composi¢do do BGE (10
mmol L™ 4cido perclérico e 40 mmol L™ B-alanina, pH 3,96); analitos
(nitrato e nitrito) e I.S. (tiocianato); tensdo de separagdo (30 kV);
dimensdes do capilar (32 cm, comprimento efetivo 8,5 cm ); polaridade
na injecdo (negativa), auséncia de EOF; modo de deteccdo direto; e por
fim, a opcéo de corre¢do da forga idnica foi selecionada.

Dentre os ions que poderiam agir como possiveis interferentes
anions destacam-se: brometo; oxalato e sulfito. A seletividade foi
estabelecida pela separacdo proxima a linha de base dos compostos no
eletroferograma simulado.

4.5.5 Precisao

A repetibilidade (precisdo intra-ensaio) foi determinada a partir
de trés injecOes consecutivas de solugdes dos padrdes de nitrato e nitrito
em seis concentragdes, a concentracdo do padrdo interno foi mantida a
25 mg L. A reprodutibilidade (precisdo inter-ensaio) foi verificada
através da injecdo de padrBes de nitrato e nitrito em seis concentracdes,
injetadas em trés diferentes ao longo de um més.

4.5.6 Exatiddo

Para verificacdo da exatiddo realizou-se testes de recuperacdo
aparente de amostras fortificadas em trés niveis de concentracdo,
préximo ao primeiro ponto da faixa de trabalho, nivel intermediario e
préximo ao ponto mais alto da faixa de trabalho, em seis réplicas
independentes injetadas de forma aleatéria. Para os calculos de
recuperacdo das amostras sem efeito de matriz, utilizou-se a Equacéo 2.

Camostra fortificada - Camostra ndo fortificada

Rec (%) =

x 100 Equagdo 2

Cadicionada na fortificacio
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Para a amostra que apresentou efeito de matriz, a recuperacéo foi
calculada a partir da Equago 3.

Camostra fortificada

Rec (%) =

Cadicionada na fortificacio x 100 Equagao 3

Os célculos de recuperagdo para amostras que apresentam efeito
de matriz devem ser realizados de forma diferente, pois se considera na
curva de calibracdo a concentracdo da amostra, quando y= 0, por isso
ndo se faz necessario subtrair novamente a concentracdo na amostra ndo
fortificada.

4.5.7 Limites de deteccéo e quantificacao

O LOD do método foi estabelecido como a menor concentracao
detectada dos analitos em solugdo, equivalente a 3 vezes a relagéo
sinal/ruido. O LOQ foi estabelecido através da relacdo 10 vezes a razéo
do sinal/ruido (BRUCE; MINKKINEN; RIEKKOLA; 1998; RIBEIRO
et al., 2008).

4,5.8 Robustez

O parametro robustez foi verificado através do método de Youden
(YOUDEN; STEINER, 1975), Esse método foi realizado empregando
amostras fortificadas com solucdo padréo de nitrato e nitrito, pois todas
as amostras de alimentos infantis apresentaram concentragdo de nitrito
inferior ao LOQ. Sete parametros analiticos foram selecionados e
pequenas variagdes foram induzidas nos valores nominais do método,
oito corridas foram entdo executadas para determinar a influéncia de
cada parametro no resultado final. Os parametros estudados foram:
tensdo aplicada; pH do BGE; temperatura de separagdo; pressdo de
injecdo; comprimento de onda; tempo de lavagem entre corridas; e
tempo de injecao.

Para cada combinacdo dos parametros de robustez, foram feitas
trés injecbes de trés amostras fortificadas (alimento a base de abobora;
alimento a base de frango e vegetais; alimento a base de macarrdo e
vegetais). Foram avaliados a partir dos resultados obtidos para cada
combinagdo: concentracdo de nitrato e nitrito (mg kg™); area corrigida
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para nitrato e nitrito (Area aai/Area ;s); tempo de migracao corrigido
(tm analito/tm 1.5.); Simetria da banda e resolucéo.

A Tabela 4 apresenta as condicbes nominais e alteradas do
método para realiza¢do do teste de robustez.

Tabela 6 - Pardmetros analiticos e variagbes para avaliagdo do parametro
robustez do método para determinacdo de nitrato e nitrito em amostras de
alimentos infantis.

Pardametro analitico Condigdo nominal Condigéo alterada
Tenséo (KV) a0 (A 28 (a)
pH 3,96 (B) 3,87 (b)
Temperatura (*C) 251C) 26 (c)
Pressdo (mbar) 500D 48 (d)
Comprimento de onda (nm) 20 (E) 212 ()
Tempo de lavagem entre

i 30 (F) 20100
corridas (s)
Tempo de injegdo (s) 3(G) 44{g)

Fonte: pr6prio autor.

O delineamento experimental dos parametros analiticos utilizados
no teste de Youden é mostrado na Tabela 5. O nimero de total
experimentos realizados foi 8, cada um com condicdes diferentes da
condicdo nominal.

Tabela 7 - Delineamento experimental empregado no teste de Youden.

Pardmetros analiticos Fatorial

1 2 3 4 5 6 7 8
Tensdo (KV) A A A A a a a a
pH B B b b B B ] 4]
Temperatura (*C) c c C c C [ C [
Pressao (mbar) D D d d d d ] D
Comprimento de onda (nm) E e E e E e E e
Tempao de lavagem entre corridas (s) E f i F F f f E
Tempa de injegéo (s) a g g G g G G a
Tensao (kV) 5 T u v W X ¥ z

Fonte: proprio autor.

Para avaliar o efeito de cada pardmetro e estimar a robustez do
método proposto, a média dos quatro valores nominais foi subtraida da
média dos quatro valores correspondentes as condicGes alteradas. Um
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exemplo do calculo do efeito para o pardmetro tensdo é mostrado na
Equacéo 4.

Ala=(s+t+u+v/d)—(w+Xx+y+z/4) Equacdo 4

4.6 DETERMINACAO DE NITRATO E NITRITO EM ALIMENTOS
INFANTIS

Quatorze amostras de alimentos infantis a base de vegetais foram
adquiridas no comércio local da cidade de Florianépolis (SC) e
andlisadas quanto ao teor de nitrato e nitrito atraveés dos métodos de
separagdo e preparo e amostra propostos neste estudo.

4.7 ANALISE ESTATITICA

A analise estatistica e tratamento dos dados foi conduzida
empregando os softwares Minitab 15, Statistica 7.0, Assistat 7.6, Origin
7.0 e Microsoft Excel 2007.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 OTIMIZACAO DO ELETROLITO DE CORRIDA

Os ions nitrato e nitrito apresentam absor¢do maxima em 210 nm,
por isso as simulagGes foram realizadas usando o modo de detecgédo
direta neste comprimento de onda. Para selecdo adequada dos
componentes do BGE foram consideradas varias -caracteristicas,
incluindo boa capacidade tamponante e escolha de co-ion e contra-ion
adequado para minimizar a assimetria das bandas e efeitos de dispersao.

De acordo com Merusi e colaboradores (2010) os ions nitrato e
nitrito tém mobilidades eletroforéticas (4) muito proximas, mas em
condicdes de pH abaixo de 4 a mobilidade do nitrito pode ser reduzida
(pka 3,2, dado PeakMaster®), pois nesta condicdo ndo estara
completamente dissociado, desta forma o nitrito migra com menor
mobilidade que o nitrato, facilitando a separacdo dos dois.

O co-fon escolhido foi o perclorato (u = -69,8 x 10° m? V' s™)
pois ndo absorve na regido do UV e tem mobilidade similar a dos
analitos (1 = -74,10 x 10° m* V * s e -74,60 x 10° m? V * s°*, nitrato e
nitrito, respectivamente) o que minimiza a assimetria dos picos devido a
dispersdo por eletromigracdo (EMD). O I.S. escolhido foi o tiocianato,
um anion que absorve na regido do UV, possui mobilidade proxima a
dos analitos (1 = -68,5 x 10° m? V' s) e ndo esta presente nas
amostras analisadas em concentragcbes detectdveis pelo método
proposto.

O pH de separacdo foi definido a partir da curva de mobilidade
efetiva versus pH (Figura 3) na qual se observa que a melhor condicéo
de separacdo ocorre na faixa de pH de 3,7-4,0. A partir desta informacg&o
escolheu-se B-alanina como contra-ion, pois este composto tem pka 3,43
e entdo fornece capacidade tamponante, uma vez que o acido perclérico
usado ndo confere essa propriedade para o BGE.
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Figura 3 - Curva de mobilidade efetiva dos analitos versus pH.
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Fonte: proprio autor.

As condicGes ideais de separacdo foram definidas através de
simulagBes no software PeakMaster®, fixando a concentragdo de [-

alanina e variando a concentracdo de acido perclérico, como mostrado
na Figura 4.
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Figura 4 - Otimizagdo do BGE empregando o software PeakMaster® fixando a
concentragio de p-alanina (20 mmol L) e variando a concentracéo de é&cido
perclérico (2,5-25 mmol L™). (a) Parametros do eletrélito. (b) mobilidade
efetiva e EMD versus concentracdo de cido perclérico.
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A composicdo escolhida para 0 BGE foi acido percldrico 5 mmol
L™ e p-alanina 20 mmol L™, condicdo que forneceu baixa EMD para
todos os analitos e pH adequado a separagdo. Além disso, com essa
propor¢cdo dos componentes do BGE foi observada uma baixa
condutividade e forca idnica, 0 que minimiza a geracdo de calor no
capilar permitindo uso de tensdo elevada para obtencdo de uma
separacdo com tempo de analise reduzido. Com relagdo a capacidade
tamponante foi obtido um valor menor que 10 mmol L™, podendo ndo
ser suficiente para manter o pH do BGE durante as separa¢des, dessa
forma, uma maneira adotada para melhorar essa propriedade do BGE foi
0 de aumentar em duas vezes os valores de concentracdo de ambos 0s
componentes do BGE, resultando portanto em acido perclérico 10 mmol
L™ e B-alanina 40 mmol L™. A condicdo final escolhida assegurou boas
caracteristicas do BGE para as separac@es de nitrato e nitrito por CE.

O software PeakMaster® demonstrou ser uma ferramenta
bastante 0til no desenvolvimento do método, reduzindo o nimero de
experimentos e quantidade de reagentes requerida. O método proposto
apresentou boa resolucdo e simetria das bandas eletroforéticas, além
fornecer tempo de separacdo para nitrato, nitrito e tiocianato inferior a
30 s. Uma vez realizada a simulacdo pelo método desenvolvido foi
realizada uma corrida experimental utilizando os valores selecionados
para os parametros de separacdo a fim de avaliar se a condigdo
experimental corresponderia a simulacdo. Na Figura 5 é apresentado o
eletroferograma simulado e experimental. Um alto grau de similaridade
foi observado entre os eletroferogramas simulado e experimental para
solucdes padrdo, o que reafirma que as condi¢Bes de separacdo foram
escolhidas corretamente para o propdsito.
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Figura 5 - Eletroferograma da separagdo dos analitos. (a) simulagdo utilizando o
software PeakMaster® e (b) em solugo padrdo. Legenda: 1 — nitrato; 2 — nitrito.
Condicdes de separacdo: 10 mmol L™ de &cido perclérico e 40 mmol L™ de B-
alanina, pH 3,96, injecdo 50 mbar, 3 s, -30 kV, 32 cm (8,5 cm x 50 um d.i. x
375 um d.e.), detecgdo direta em 210 nm.
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Fonte: préprio autor.
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5.2 PLANEJAMENTO FATORIAL APLICADO A EXTRACAO DE
NITRATO E NITRITO

A otimizacdo do método de extragdo de nitrato e nitrito de
alimentos infantis foi baseada na solubilidade desses anions em agua,
seguida da precipitacdo das proteinas com ACN, centrifugacdo, dilui¢do
e injecdo no sistema de CE. A aplicacdo de um pequeno volume de
ACN substituiu o uso de tetraborato de sodio e sulfato de zinco
recomendados pelo método oficial da AOAC (AOAC, 2005). Apesar do
conteldo de gordura presente nas amostras, ndo foi necessario uma
etapa adicional de remocéo da mesma, uma vez que este componente da
amostra ndo interferiu na analise.

Para obtencdo de um procedimento de extracdo satisfatorio com o
menor tempo possivel de preparo foi aplicado planejamento fatorial 2°
com ponto central em triplicata. Em estudos preliminares determinaram-
se as variaveis que afetavam a extracdo de nitrato e nitrito, das quais
foram definidas: massa de amostra (g), tempo de agitacdo (min) e
volume de ACN (mL) para precipitacdo das proteinas (mL). Todas as
variaveis foram avaliadas em dois niveis: nivel inferior (-1) e superior
(+1) e no ponto central (0) (Tabela 2, consultar se¢cdo materiais e
métodos).

Outras variaveis, tais como a relacdo entre quantidade de amostra
e volume de &gua usada na extracdo, diluicdo final e tempo de
centrifugacdo foram mantidos constantes durante os experimentos. Os
experimentos foram realizados de forma aleatoria e a resposta obtida a
partir da Equacdo 1 (consultar secdo materiais e métodos), a qual
considera o maior rendimento da extracdo dos analitos com o minimo
tempo de extracdo, a fim de obter maior frequéncia analitica.

A melhor condicdo de preparo obtida foi 10 g de massa de
amostra, 1 mL de ACN e 1 minuto de agitacdo. Através do diagrama de
Pareto observou-se que quando a agitacdo passou do nivel baixo para
alto houve um efeito negativo (Figura 6). Efeito esse que pode estar
relacionado a uma possivel emulsificacdo da gordura presente na
amostra e aprisionamento dos analitos nas micelas formadas.
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Figura 6 - Diagrama de Pareto resultante do planejamento fatorial utilizando na
otimizacéo do procedimento de preparo de amostra.

{2}agitagio

{1)Massa

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: area
2" 3-0) design; M3 Residual=,0026145
CV: area

-20.208Y

=05
Standardized Efect Estimate | Absolutz Valus)

Fonte: proprio autor.

O uso de planejamento fatorial contribuiu representativamente
para a otimizagdo do método de preparo de amostra reduzindo o nimero
de experimentos resultando em um preparo adequado. O método de
extracdo otimizado mostrou ser efetivo para a determinacdo de nitrato e
nitrito nas amostras analisadas. Outra caracteristica positiva alcancada
no método de preparo de amostra proposto foi 0 emprego de uma menor
guantidade de reagentes quando comparado com o método oficial da
AOAC (AOAC, 2005). Além disso, o preparo de amostra proposto
mostrou ser rapido resultando em elevada frequéncia analitica, o que é
importante para laboratdrios de andlise de rotina.
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5.3 VALIDACAO ANALITICA
5.3.1 Conformidade do sistema

Os resultados de CV para a precisdo instrumental foram 0,21 e
0,89% para o parametro tempo de migracdo corrigida, para nitrato e
nitrito respectivamente. Enquanto que os valores para a area corrigida de
nitrato foi 2,48 e para nitrito 3,42. Estes resultados demonstram que o
sistema de analise é adequado para 0 uso em procedimentos de
validacéo.

5.3.2 Linearidade

A partir dos resultados das analises, foram gerados os graficos de
regressdo linear, os quais apresentaram R? préximos a 0,99, para as
curvas em solucdo padrdo. Nos graficos de residuos foram identificados
visualmente seis possiveis outliers, porém os mesmos ndo foram
confirmados pelo teste de Grubbs, de forma que nenhum dado foi
descartado. Os graficos dos residuos para as curvas em solucdo aquosa
sdo apresentados na Figura 7.
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Figura 7 - Graficos dos residuos da regressao linear para curva aquosa.
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Fonte: préprio autor.

Para verificar a distribuicdo normal dos dados foi realizado o
teste de Shapiro-Wilk e os resultados do teste estdo apresentados na
Tabela 6. A distribuicdo normal dos dados foi confirmada pelo teste,
sendo considerados normais devido W calculado ter sido maior que o W

tabelado.
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Tabela 8 - Resultados de normalidade teste de Shapiro-Wilk para curva aquosa.

Analito W calculado W Tabelado* Resultado teste de hipdtese
NO5 (A) 0,942 0,858 Wealc = Wiab, ndo rejeita HO
NOg (A) 0,939 0,858 Wealc = Wtab, ndo rejeita HO
NOs (B) 0,939 0,858 Wealc = Wiab, ndo rejeita HO
NO; (B) 0,937 0,358 Wealc = Wiab, ndo rejeita HO
NOs (C) 0,945 0,858 Wealc = Wiab, ndo rejeita HO
NO3 (C) 0,907 0,858 Wealc = Wiab, ndo rejeita HO

Hipdteses: Ho = os dados provém de uma distribuicdo normal; HY = os dados ndo provém ds uma
distribuigdo normal;
=18

Fonte: proprio autor.

A homocedasticidade dos dados foi verificada pelo teste de
Cochran e o resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 7. A
homoscedasticidade foi confirmada pelo teste, sendo homoscedasticos
os dados quando o valor calculado for menor que o tabelado.

Tabela 9 - Resultados de homoscedasticidade teste de Cochran para curva
aquosa.

Analito C calculado C tabelado® Resultado teste de hipdtese
NOs (A) 04769 07218 Ccalc = Ctab, ndo rejeita HO
NOz (&) 0,6641 0,7218 Ceale = Ctab, ndo rejeita HO
NOy (B} 0,5967 0,7218 Ceale = Ctab, ndo rejeita HO
NOz (B} 06154 0,7218 Ceale = Ctab, ndo rejeita HO
NOy (C) 0,5634 0,7218 Cealc = Ctab, ndo rejeita HO
NOz (C) 0,2967 07218 Ceale = Ctab, ndo rejeita HO

Hipdteses: Ho = oz dados sfo homocedasticos; H1 = os dados ndo sdo homoceddsticos;
n=18
Fonte: proprio autor.

Por fim foi realizado o teste de independéncia dos residuos pelo
teste de Durbin-Watson (DW). Os valores de DW para nitrato e nitrito
foram: 2,09 e 2,73 para a amostra A; 1,73 e 2,10 para a amostra B e 1,24
e 1,94 para a amostra C. Os resultados mostraram que a independéncia
dos residuos foi confirmada.

Segundo Souza e Junqueira (2005) quando os dados obtidos tem
distribuicdo normal, sdo homoscedasticos e independentes, confima-se
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gue a escolha do modelo MMQO ¢ apropriada. A falta de ajuste ao
modelo linear foi descartada através do teste F, quando Fcalculado €
maior que Ftabelado o modelo ndo apresenta falta de ajuste (Tabela 8).
A partir da verificacdo das premissas, pode-se concluir que o modelo
apresentado é linear na faixa de trabalho estudada (5 - 55 mg L™).

Tabela 10 - Valores de F para verificagdo do ajuste ao modelo linear para curva
aquosa.

Analito Fealculado Ftabelado
NO4 (A) 282838 1,16
NCa (A) 135641 1,16
NC4 (B) 469866 1,16
NC. (B) 4977,.21 1,16
NC4 (C) 3950,97 1,16
NO2™(C) 1873,26 1,16

n=18
Fonte: proprio autor.

5.3.3 Efeito de matriz

Os dados da curva em matriz foram tratados de forma similar aos
dados dos analitos em solugdo padrdo. Os graficos dos residuos para as
trés amostras sdo apresentados na Figura 8. Nos graficos dos residuos
foram identificados visualmente cinco possiveis outliers, 0s quais nao
foram confimados pelo teste de Grubbs. Onde: (A) alimento a base de
vegetais; (B) alimento & base de carne e vegetais; (C) alimento & base de
frutas.



Figura 8 - Graficos dos residuos da regressao linear para curva de matriz.
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Os testes de normalidade dos dados para a curva de matriz foram

avaliados

pelo teste Shapiro-Wilk e os resultados obtidos estdo

apresentados na Tabela 9. Os dados podem ser considerados normais
qguando W calculado for maior que o W tabelado. Assim, os resultados
do teste mostraram que os dados seguem uma distribui¢cdo normal.
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Tabela 11 - Resultados de normalidade teste de Shapiro-Wilk para curva de

matriz.

Analito o,

W calculado W tabelado* Resultado teste de hipdtese

(Amostra)

NOy (A) 0,871 0,858 Wiealc = Wtab, ndo rejeita HO
NOs () 0,946 0,858 Wealc = Wiah, ndo rejeita HO
NOs (B) 0,926 0,858 Wealc = Wtah, ndo rejeita HO
NO: (B) 0,934 0,858 Wealc = Wiah, ndo rejeita HO
NOs (C) 0,909 0,858 Wealc = Wiah, ndo rejeita HO
NOs (C) 0,942 0,858 Wealc = Wtah, ndo rejeita HO

Hipateses: Ho = os dados provém de uma distribuigdo normal; H1 = os dados ndo provém de uma

distiibuigdo normal;
=18

Fonte: proprio autor.

O teste de homocedasticidade dos dados foi realizada pelo teste
de Cochran e os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 10. A
andlise dos resultados revelou que os dados da curva matriz sdo

homocedasticos..

Tabela 12 - Resultados de homoscedasticidade teste de Cochran curva de

matriz.

Analito A

Ccalculado Ctabelado* Resultado teste de hipdtese
(amostra)

NOs [A) 0,3032 0,7218 Cealc = Ctab, ndo rejeita HO

NO; (A) 06641 0,7218 Ccalc < Ctab, ndo rejeita HO

NO; (B) 0,4100 0,7218 Ccalc = Ctab, ndo rejeita HO

NO; (B) 0.4655 0,7218 Ccalc < Ctab, ndo rejeita HO

NO; (C) 0,8511 0,7218 Ccalc = Ctab, ndo rejeita HO

NQ; (C) 04767 0,7218 Ceale = Ctab, ndo rejeita HO

Hipdoteses: Ho = os dados sdo homocedasticos; H1 os dados ndo sdo homocedasticos;

n=14

Fonte: proprio autor.
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Por fim, foi realizado o teste de independéncia usando DW, no
gual a amostra A apresentou os valores de DW= 0,92 para nitrato e 1,71
para nitrito, a amostra B apresentou DW= 2,43 para nitrato, 2,73 para
nitrito, e a amostra C obteve-se os valores de DW= 1,85 para o nitrato e
1,18 para nitrito. O teste de independéncia mostrou que os residuos da
curva matriz sdo independentes.

Os dados obtidos apresentaram normalidade,
homoscedasticidade, independéncia, e através do teste F ndo foi
verificado falta de ajuste (Tabela 11), o que permite concluir que o
modelo apresentado é linear na faixa de trabalho estudada (5-55 mg L™).

Tabela 13 - Valores de F para verificagdo do ajuste ao modelo linear das curvas
de matriz.

Analito (Amostra) F calculado* F tabelado
NG5 (A) 109,28 1,16
NOgz (A) 758,92 1,18
NOy (B) 192 .97 1,18
NGy (B) 2026,74 1,16
NOy (C) 195483 1,18
NGOy (C) 733,18 1,16
n=18

Fonte: proprio autor.

Para avaliacdo do efeito de matriz comparou-se a inclinagcdo das
curvas preparadas em solucéo padrdo e de matriz. Através do teste F, é
verificada a homogeneidade das variancias. Quando F calculado for
maior que F tabelado, as varidncias sdo homogéneas, e entdo, aplica-se o
teste t-Student para amostras com varidncias equivalentes. Caso
contrario, pode se usar o teste t para as variancias distintas (BRUCE;
MINKKINEN; RIEKKOLA, 1998). O resultado do teste t é mostrado na
Tabela 12.
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Tabela 14 - Verificacdo do efeito de matriz através do teste t-Student.

Analito o
rcalculado  1tabelado™ Resultado teste de hipotese
(Amostra)
NO5 (A) 2,07E-15 4,604 tealculado = ttabelado, ndo rejeita HO
NOy (A) 1,2136558 4,604 tealculado = ttabelado, ndo rejeita HO
NQOs™ (B) 3292167 4 604 tealculado < ftabelado, ndo rejeita HO
NOy (B) 14550889 4,604 tealculado = ttabelado, ndo rejeita HO
NCs (C) Q676777 4 604 fealculado = ftahelado, rejeita HO
NOy (C) 1160352 4 604 tealculado = ttabelado, ndo rejeita HO
Hipdteses: Ho = ndo ha efeito de matriz; H1 = ha efeito de matriz;
n=18

Fonte: proprio autor.

A partir do teste t verificou-se que as amostras A e B ndo
possuem efeito de matriz, enquanto que para a amostra C foi
demonstrado a interferéncia da matriz no ensaio, para a determinacao do
nitrato. Dessa forma, a quantificacdo deste analito nas amostras com
matrizes semelhantes a amostra C serd realizada nas curvas de adi¢ao de
padrdo. As demais quantificagdes de nitrato e nitrito serdo feitas
utilizando calibragdo externa com o uso de solucbes padrfes em &gua
desionizada.

5.3.4 Seletividade

Nas amostras de alimentos infantis estdo presentes muitas
espécies ionizaveis que poderiam interferir na determinacao de nitrato e
nitrito por CE. Os &nions potencialmente interferentes avaliados foram o
brometo, oxalato e sulfito. A partir de simulagdes no software
PeakMaster® pode-se confirmar que na condicdo simulada nenhum
deles interfere na determinagdo dos analitos de interesse, permitindo a
separacao de todos os analitos simulados, como mostrado na Figura 9.
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Figura 9 - Seletividade simulada no software PeakMaster®. Legenda: (1)
nitrato; 1.S; (2) nitrito; (3) brometo; (4) oxalato; (5) sulfito. Condigdes de
separacdo simuladas: 10 mmol L™ de &cido perclérico e 40 mmol L™ de p-
alanina, pH 3,96, injecdo 50 mbar, 3 s, -30 kV, 32 cm (8,5 cm x 50 um d.i. x
375 um d.e.), detecgdo direta em 210 nm.

1 15 12 3 4 5

0.00

0.07
o 005
£ Il

[IRIE?

.01 "_‘

LJ UL
['
001 01 0.2 0.3 04 0.5 0.6
tempao

Fonte: proprio autor.

5.3.5 Preciséo

A precisdo do método foi avaliada usando solucfes padrdo de
nitrato e nitrito em diferentes niveis de concentracdo e os resultados
obtidos estdo apresentados na Tabela 13. Os coeficientes de variacdo
(CV) da precisdo intra-ensaio variaram de 0,02 a 7,16% e nos inter-
ensaio variaram entre 1,29 a 10,53%. Os resultados podem ser
considerados adequados, uma vez que para a faixa de concentracdo de
nitrato e nitrito nas amostras de alimentos infantis a AOAC considera
aceitaveis valores de CV até 11% (AOAC, 2012).
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Tabela 15 - Precisdo intra e inter-ensaio para nitrato e nitrito em amostras de
alimentos infantis.

Intra-ensaio® Inter-ensaio™
{CV%) {CV%)
Concentragac . Tempo de Area do Tempo de  Areado

img L") Analito migragio pico migragao pico
MNO; 017 716 1,44 7,82

NO, 0,02 749 1,85 9.1

15 MNO; 1,32 0,44 3,36 10,53

15 NO, 0.89 6,77 3,81 10,34

25 NO; 0.45 1,25 1,49 6,46

25 NO, 0,62 8,44 1,29 5,49

35 NO; 0,15 3,82 1,40 9,02

35 NO, 0,14 6,78 1,29 5,81

45 NO; 0.21 248 1,36 6,95

45 NO, 0,85 342 1,38 545
55 MNO; 0,03 3,85 1,28 10,17
55 NO, 0,04 4,30 1,31 10,08

*n=6 " n=14
Fonte: proprio autor.

5.3.6 Exatidao

A recuperacdo de nitrato e nitrito foi avaliada usando trés niveis
de concentragdo adicionados a trés amostras de matrizes diferentes. As
médias dos resultados obtidos pelos ensaios de recuperacdo estdo
apresentados na Tabela 14.
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Tabela 16 - Médias de recuperagdo aparente para nitrato e nitrito em amostras
de alimentos infantis, em diferentes niveis de concentracéo.

Amostra Recuperagiao NOs (%) Recuperagao NOz(%)

i A T7,3+6,7 93.9+27
Nivel inferior

B TEB+56 856+66

C 104 +137 71,0104

L L A B1,7+87 100,5£4,3

Nivel intermediario

B 87,12+102 871102

C 1088+85 816+65

5 . A 931+93 1036 £41
Nivel superior

B B92+54 8092+54

C 996 +11.3 T28+48

Fonte: proprio autor.

Os valores de recuperacgdo para o nitrato variaram de 77,3 a 93,1
% para a amostra A, de 78,8 a 89,2 % para a amostra B e de 99,6 a
108,8 % para a amostra C. Para o nitrito os valores de recuperago
variaram de 93,9 a 103,6 % para a amostra A, 85,6 a 89,18 % para
amostra B e 71,0 a 81,6% para a amostra C. A amostra que apresentou
resultados de recuperacao inferiores foi a amostra que apresentou efeito
de matriz, o que pode ser explicado por sua maior complexidade, o qual
implica em uma alteracdo no sinal do analito.

A AOAC considera aceitavel valores de recuperagdo entre 70-
120% para analitos presentes nas amostras em niveis de ppm e ppb.
Sendo assim todas as amostras apresentaram resultados de recuperacao
adequados (BRUCE; MINKKINEN; RIEKKOLA, 1998).

5.3.7 Limites de deteccédo e quantificacéo

Os valores de LOD e LOQ para o nitrato e nitrito foram
determinados pela razdo sinal/ruido obsevados no eletroferograma.
Através do procedimento experimental ficou estabelido que o LOD do
método é 0,09 mg L™ para o nitrato e 0,15 mg L™ para o nitrito,
enquanto que o LOQ foi 0,30 mg L™ para o nitrato e 0,49 mg L™ para
nitrito.
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5.3.8 Robustez

Os resultados da avaliacdo da robustez avaliada através do teste
de Youden para o nitrato sdo apresentados na Tabela 15 e para o nitrito
na Tabela 16.
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Tabela 17 - Efeito dos parametros analiticos na quantificacdo, tempo de migracdo, simetria e resolu¢do do método para o

nitrato.

Hitrato

Area

Tempo de migragio (s)

Concentragio (m mol L)

Simetria

Resolugio

Tenséo
eH
Temperatura
Press@o
Comp. De onda
Tempo de lavagem

Tempe de injecdo

1,89 - 2,090 = -0,0100

2,056 -2,027 =0,028

2113-1971=0.142

2103 -1981=0122

2,113-1971=0142

2,056 - 2,027 = -0,041

2,008 - 2,075 = 0,086

1,119-0945=0,173

0,947 - 0,945 =-0,001

0,945 - 0,947 =-0,001

0944 - 0,945 = -0,0031

0,945-0.802=0.142

0,947 - 0,945 =0,0013

0,946 - 0,946 = 0,0008

23,059 -24 217 = -1,158

23,806 - 23,469 = 0,337

24 458 - 22,818 = 1,840

24 342 -22.934 =1,4079

24,458 - 22,818 = 1,640

23,801-23474 =0327

23,255- 24,020 =-0,764

0,958 -1414 =-D 456

1,006 - 1,178 = 0,082

0,854 - 1,125 = 0,270

1,321-0,954 =0,367

0,854 -1420=-D365

1413-0,881=0551

0,861 - 0,855 = -0,551

0,987 - 1,304 = -0 317

1,059-1,232=-0172

1,303 - 0,988 = 0,315

1,523 -0,769 = 0,754

1,303-0,988 =0,213

1,170 - 1,101 = 0,06388

1,161 - 1,130 = 0,030

Fonte: proprio autor.
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Tabela 18 - Efeito dos parametros analiticos na quantificacdo, tempo de migracdo, simetria e resolu¢do do método para o

nitrito.

Mitrito

Area

Tempo de migragao (s)

Concentragao (m mol L™y

Simetria

Resolugao

Tensdo
pH
Temperatura
Pressio
Comp. De onda
Tempo de lavagem

Tempo de injegdo

1,846 - 1 8BS =-0,041

1,885-1.839=0.055

1,687 - 1,847 = 0.03%

2027 -1,826 =0,200

1,887 -1,847 =0,03%

1,858-1.877 =-0,018

1,854 - 1,881 =-0,026

1,119 -1,129 =-0,006

1,082 - 1,163 =-0,080

1,123 - 1,122 = D,0006

1,118 - 1,126 = -0.007

1,123 -1,122 = D,0006

1,117 -1,128 =-0,011

1,124 -1,121 = 0,003

23275-23275=-0523

23890-23184 =0,705

23785 - 23,286 = 0,501

24054 - 23,019 = 1,035

23,788 - 23,286 = 0,501

22,419 -23,654 =-0,234

23,369 - 23,705 =-0335

0,857 -0,704 =0,1535

0,847 -0675=0172

0.833-0,728=0,104

0.754 - 0,807 = -0,053

0,833-0.728=0,104

0,847 - 0.826 =0,021

0,855 - 0,706 =0,145

1,750 - 2,281 =-0,5231

1321-2710=-12388

2,124 - 1,908 = 0,216

2,397 - 1,634 = 0,763

2124 - 1,908 = 0,216

2,174 -1,991 =0,182

2,211 - 1,621 =0,390

Fonte: prbprio autor.
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Usando o critério do teste de Youden, o método de CE mostrou-se
altamente robusto para nitrato e nitrito. A maior variacdo no contetido de
nitrato foi 1,64% quando a temperatura e o comprimento de onda foram
alterados. Para a concentracdo de nitrito a maior variagdo foi 1,03%
quando a presséo foi alterada, valores considerados pouco significativos.

5.4 DETERMINAGAO DE NITRATO E NITRITO EM ALIMENTOS
INFANTIS

Apbs ser validado o método proposto foi aplicado na
determinacdo de nitrato e nitrito em quatorze amostras comerciais de
alimentos infantis. Todas as determinacfes foram conduzidas em
triplicata de preparo, os eletroferogramas sdo mostrados na Figura 10 e
os resultados das analises sdo apresentados na Tabela 17.
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Figura 10 - Eletroferograma da separacéo dos analitos em (a) solucéo padrdo (b)
alimento organico a base de abobora; (c) Alimento a base de frango e vegetais.
Onde: (1) nitrato; (1.S.) tiocianato; (2) nitrito. Condicdes de separacdo: 10 mmol
L™ de &cido perclérico e 40 mmol L™ de p-alanina, pH 3,96, injegdo 50 mbar, 3
S, -30 kV, 32 cm (8,5 cm X 50 um d.i. x 375 um d.e.), detecgdo direta em 210
nm.
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Fonte: préprio autor.
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Tabela 19 - Determinacéo de nitrato e nitrito em alimentos infantis.

Amostra Nilratc: Nitriwl

(mg kg™) (mg kg™)

Alimento a base de vegetais (A) 135,58 £ 258 < LOD
Alimento a base de carne e legumes (B) 97,12+ 7 41 =L0OD
Alimento & base de banana & leite {C) 844441 =L0OD
Alimento orgdnico a base de macarrido e vegetais (D) 22268 +472 < LoD
Alimento orgdnico & base de abdbora (E) 247 70 + 6,52 < LoD
Alimento a base de carne e vegetais (F) 63,87 £ 1,39 = LoD
Alimento 4 base de hortali¢as e frango (G) 157.58 £4,37 = LoD
Alimento a base de beterraba (H) 205,07 £ 6,24 = LoD
Alimento a base de frango e vegetais (1) 61,34 + 182 =< LoD
Alimento a base de carne, legumes e macarrio {J) 4523 +3 04 =< LoD
Alimento a base de legumes e carne (L) 4581+ 0,52 =< LoD
Alimento a base de gema de ovo, came e vegetais (M) 65,35+ 081 =< LoD
Alimento a base de peru, vegetais e arroz (N) 74,49 + 2 66 =< LoD
Alimento 4 base de frango, vegetais e macarrao (0) 3386124 =L0OD

Fonte: proprio autor.

Os eletroferogramas das amostras apresentaram comportamento
semelhante aos eletroferogramas em solugéo padrdo, limpos e livres de
interferentes. Devido a auséncia de nitrito nas amostras observa-se
apenas nitrato e 1.S.

A amostra a base de banana e leite (C) apresentou a menor
concentragdo de nitrato entre as amostras analisadas (8,84 mg kg™). Esse
resultado era esperado uma vez que as frutas possuem menores niveis de
nitrato se comparadas com o0s vegetais, pois o nitrato é exclusivamente
transportado pelo xilema. Além de que quando a necessidade metabdlica
da planta é excedida esta tende a acumular nitrato principalmente em
suas partes aéreas e raizes (BLOM-ZANDSTRA, 1989).

As maiores concentragbes de nitrato foram encontradas nas
amostras organicas (D e E), o que discorda com estudos que apontam
gue o conteldo de nitrato nos alimentos organicos é menor quando
comparado com alimentos convencionais (WINTER; DAVIS, 2006).
Para Pardo-Marin e colaboradores (2010) a concentragdo de nitrato nos
vegetais depende de fatores ambientais como luminosidade, tipo de solo,
temperatura, umidade, periodo de colheita, tempo de armazenagem e
fonte de nitrogénio. Os altos niveis de nitrato apresentados pelas
amostras de alimentos infantis organicos podem estar relacionados aos
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ingredientes da formulacdo (ambas as amostras apresentavam na
composicdo vegetais ricos em nitrato). Isso configura uma falha no
controle de qualidade uma vez que ambas as amostras eram da mesma
marca ou ainda pelo fato destas amostras terem sido produzidas no
inverno e a menor incidéncia solar pode ter contribuido para um
aumento nos niveis de nitrato. Outras amostras formuladas com
ingredientes ricos em nitrato como beterraba, espinafre e cenoura
também apresentaram elevados valores de nitrato, mas estavam abaixo
do limite estabelecido pela legislagdo brasileira.

Com excecdo da amostra E (247,70 + 6,52), todas as amostras
analisadas apresentaram conteldo de nitrato inferior ao limite
estabelecido pela ANVISA (250 mg kg™) e em todas as amostras nitrito
esteve abaixo do limite de deteccdo. Os limites estabelecidos pela
legislacdo brasileira sdo maiores do que os da Unido Europeia (EU), a
qual estabelece 200 mg kg como méximo (EUROPEAN
COMMISSION, 2006). Caso a legislacdo europeia fosse seguida no
Brasil, trés amostras seriam consideradas inadequadas para consumo.

Os estudos envolvendo a determinagdo de nitrato e nitrito nesse
tipo de matriz sdo bastante limitados, o que dificulta a comparacéo dos
resultados obtidos com dados da literatura. McMullen e colaboradores
(2005) determinaram nitrato e nitrito em seis amostras de alimentos
infantis por cromatografia i6nica. Nitrito ndo foi detectado em nenhuma
das amostras e os niveis de nitrato encontrados variaram de 96 a 1084
mg kg™. Sendo que duas amostras excederam os limites estabelecidos
pela legislacdo e os resultados obtidos pelos autores foram mais
elevados do que os encontrados neste estudo.

Quando comparado o tempo de andlise entre 0 método de CZE
aqui desenvolvido (separacdo em tempo < 30s) e o aplicado pelos
autores (separa¢do em 20 min), comprova-se a capacidade da CE em
desenvolver métodos rapidos e eficiéncia de separacdo, quando os
pardmetros experimentais sdo escolhidos de forma adequada.

Com o objetivo de avaliar os niveis de nitrato em vegetais e em
alimentos infantis a base de vegetais em Valéncia na Espanha, 1150
amostras (1083 de vegetais e 67 alimentos infantis) foram analisadas por
HPLC no periodo de 2000-2008 (PARDO-MARIN et al., 2010). Os
niveis médios de nitrato nas amostras de alimentos infantis foi 60,4 +
38,6 mg kg™ e todas as amostras estavam de acordo com os limites
estabelecidos pela legislagéo da EU.
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Devido a elevada concentracdo de nitrato presente em algumas
amostras recomenda-se que sejam seguidas as indicacdes do fabricante
guanto a forma de consumo, acondicionamento e faixa etaria indicada
para cada tipo de formulacdo. O fabricante recomenda que apds aberto,
0 produto deve ser consumido em até 24 horas, caso contrario pode-se
gerar condicGes favoraveis a conversdo de nitrato em nitrito por
bactérias nitrato-redutoras e expor o consumidor ao risco de intoxicagéo
por nitrito.
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6 CONCLUSOES

Através deste trabalho podemos concluir que a utilizacdo do
software de simulacdo em eletroforese capilar PeakMaster®, permitiu
desenvolver um método de separagdo cujos resultados experimentais séo
muito proximos aos simulados.

O planejamento fatorial mostrou ser uma ferramenta Util para
otimizagdo do procedimento de preparo de amostra, com reduzido
nimero de experimentos permitiu a obtengdo de um preparo adequado,
mais simples, rapido e com menor custo quando comparado com 0
método oficial da AOAC.

O método de CZE foi validado e demonstrou bons resultados para
os parametros de linearidade, precisdo, exatiddo, robustez e limites de
deteccdo e quantificacdo, comprovando a eficiéncia do método e
demonstrando a aplicabilidade da CE para a determinacgdo de nitrato e
nitrito em alimentos infantis.

Este estudo também demonstrou a importancia do constante
monitoramento desses compostos para a garantia da seguranga da
qualidade de alimentos infantis, uma vez que dentre as quatorze
amostras avaliadas uma apresentava teor de nitrato superior aos limites
estabelecidos pela legislagdo brasileira (250 mg kg™).

E importante ressaltar que o método desenvolvido foi capaz de
separar os analitos em um tempo menor que de 0,5 minutos, e, associado
ao preparo da amostra otimizado, apresentou potencial para ser
empregado como método alternativo ou complementar para analises de
nitrato e nitrito em amostras de alimentos infantis em laboratérios de
rotina e fiscalizac&o.
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