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RESUMO

No presente trabalho foi desenvolvido um procedimento
analitico para a identificagao e quantificagd@o de N-nitrosaminas
volateis em bacon e linguiga, utilizando-se cromatografia gasosa
acoplada a um detector termoidnico sem chama- nitrogénio-fésforo es
pecifico (CG-DNP) . Caracteristicas de reséosta deste detector,
fais como: linearidade, reprodutﬁﬁliﬁxb e limite de detecho, fo-
ram determinadas para nitrosodimetilamina (NDMA), nitrosodietila-

minai(NDEA), nitrosodiprOpilamina (NDPA) e nitrosopirrolidina (NPIR).

As nitrosaminas foram extraidas por diclorometano a
partir de amostras de bacon e linguica, colocadas em coluna de ce
lite. Os extratos obtidos desta coluna, em ambos tipos de amos-
tras, foram de pureza insuficiente para o détector DNP sendo, por
tanto, necessaria a sua purificacdo prévia a injecao no cromatd-
grafo. Com esta finalidade, colunas de silica gel e alumina fo-
ram testadas, sendo que a efetividade da primeira coluna foi supe
rior 5/de alumina.

Com o propdsito de diferenciar nitrosocoﬁpostos de ou
tros compostos presentes nas amostras, foi estudada a velocidade
de decompoéigéo fotoquimica, das nitrosaminas, por irradiagao com
luz ultravioleta. Isso também permitiu a confirmagég destes ni-
trosocompostos. Cromatografia gasosa - DNP foi utilizada no estu
do da fotodecomposigdo. Um método alternativo utilizado para a
identificagd@o dos mesmos compostos foi cromatografia em camada

delgada.

A recuperagao e reprodutibilidade do método na quanti
ficagao de NDMA e NPIR foram determinadas utilizando-se como pa-

droes internos NDEA e NDPA. Os teores de NDMA e NPIR determina-

dos em quatro amostras de bacon variaram na faixa de 19 a ~ 51 pg/kg

(PPb) , teores estes frequentemente encontrados neste tipo de amostra.



SUMMARY

The information presented in this thesis covers rese
arch findings on the development of an analytical procedure for
the analysis of volatilé nitrosamines in bacon and sausage, using
gas chromatography equiped with a Nitrogén‘Phosphorous Thermoionic
Detector (GC-NPD). Chéracteristics of the detector such as: re-
producibility, linearity and limit of detection were determined
for N-nitrosodimethylamine (NDMA), N-nitrosodiéthylamine (NDEA) ,

N-nitrosodipropylamine (NDPA) and N-nitrosopyrrolidine (NPYR).

The nitrosamines from bacon and sausage were extracted
from a celite column hsing dichloromethane. Since the extracts
from this column were not sufficiently pure for the NPD detector,
they were purified using silica gel or alumina columns. The
effectivity of the silica gel column was superior to that of the

alumina column.

Vs
!

/ In order to differentiate Nitrosocompounds from other

compounas present in the samples the velocity of photodecomposi-
tion of the nitrosamines using UV light was studied. This also
allowed us to confirm the identity of these nitrosocompounds.

GC-NPD wés used in this study. Thin layer chromatography was
used as an alternative method for the identification of the nitro

samines.

NDEA and NPYR were used as internal standards in the
evaluation of the recovery and reproducibility of the method for
the quantitation of the NDMA and NPYR. The concentrations of
NDMA and NPYR determined in four samples of bacon were within tho
se valueé frequently found for this type of samples, and varied

from 19 to 51 uwg/kg (ppb).



I. INTRODUGAOQ

Nitrosaminas (NAs) sao compostos orginicos de fdrmula
estrutural RleN—N=O onde Rl e R2 podem ser grupos alquilas, ari-
las ou partes de um anel. Estes compostos sao o resultado da ni-
trosagao preferenéialmente.em meio acido, e principalmente de ami
nas secundarias pela agdo dos agentes nitrosantes cloreto de ni-

‘trosila, anidrido nitroso e Ion nitrdnio, entre outros (Figura 1).

Pelo fato das reagdes de nitrosacdo poderem ogorrer
no ar, solo, dgua e alimentos, as NAs se apresentam como um conta

minante amplamente distribuido no meio ambiente.

As caracteristicas toxicoldgicas das NAs est3do asso-
ciadas a efeitos teratogénicos, mutagénicos e principalmente car-
cinogénicos (tumores hepatico, renal e esofagico), Tais
efeitos tém sido observados numa ampla variedade de espécies que
vao desde roedores até pésséros e peixes.

(A Uma alta atividade carcinogénica associada a uma es-

trutura quimica simples é proériedade comum dos compostos N-nitro
sO. Entre aproximadamente 300 compostos N-nitroso testados, a
maior parte apresentou agao carcinogénica. Varios destes compostos
produzem'céncer mesmo quando administrados em dose unica, sendo

capazes também de induzir tumores na prole, quando administrados

em fémeas gravidas.

No homem, a quantidade de NAs que €& ingerida, inala-
da ou absorvida através da pele @ estimada entre 1 e 6 ug por
dia, a qual provém de alguns ambientes industriais (borracharia e
éurtumes), fumo de cigarro, cosméticos, pesticidas, interiores de
carros e alimentos. Uma outra fonte de exposigao, estimada em

7 ug por dia, provém da formagao de NAs in vivo, a nivel do trato
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FIGURA 1 - Formagao de Nitrosaminas.



gastrointestinal, por ingestdao de precursores. Estes valores sio,
provavelmente, menores que os valores reais, ja que ndo se tem co

nhecimento suficiente a respeito da exposigdo ds NAS ndo volateis.

A presenga de NAs nos alimentos para consumo humano
constitui um assunto de grande interesse na area da toxicologia de
alimentos. A grande maioria dos trabalhos relativos a presenga
de NAs em alimentos tém sido desenvolvidos nos EUA, Europa e Ja-
.pdo. Até o presente, ndo existem dados diéponiveis sobre o con-
telildo de N-nitrosaminas em alimentos da América Latina. Isto ocor
re devido d completa falta de condigdes analiticas para a determi
nagao desses compostos em laboratdrios destas régiGes da América.
Acreditamoé que os dados obtidos sobre N-nitrosaminas volateis, es
tabelecidos para paises desenvolvidos como EUA e Repiublica Fede-
ral da Alemanha, nao podem ser diretamente extrapolados & realida
de brasileira. O Brasii @ um pais em desenvolvimento, apresentan

do portanto condigOes que podem contribuir para a existéncia de

diferentes N-nitrosaminas em teores variaveis. Por exemplo, e
P
uso de aditivos alimentares, tais como nitrito de sodio, nao e

controlado cuidadosamente no Brasil ‘como o & em paises mais desen

e

volvidos.

.

O objetivo geral do presente trabalho foi estabelecer
um procedimento analitico para a identificacao e quantificag¢do de
N-nitrosaminas volateis baseado na utilizagdo do detector termoid

nico DNP.
Os objetivos especificos foram:

1- Estabelecer os pardmetros operacionais do cromatdgrafo para a
melhor separagao e definigdo dos picos correspondentes ds NAs

padroes utilizadas neste estudo.



2- Estudar as caracteristicas de resposta do detector termoidnico

DNP as diferentes NAs.

3- Estabelecer um procedimento de extragdo e purificagao de NAs,
a partir de amostras de bacon e linguicga, para a obtengao de
extratos de pureza adequada ao uso do detector termoidnico DNP

na detecgao das mesmas.
4- Estudar a fotodecomposigdo das NAs em meio diclorometano, vi-
sando a sua utilizagao na identificagao desses nitrosocompos

tos.

5- Determinar a reprodutibilidade da determinacdo e a recuperacao de

NAs pelo método em estudo. -

~



ITI. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. HISTORICO

O estudo da quimica das NAs iniciou-se em 1863 com a
sintese da . nitrosodietilamina tNDEA). Os estudos relativos a ci-
nética da reagiao em meio aquoso, do acido nitroso e diversas ami-
nas, foram porém iniciados somente a partir de 1929 (TAYLOR e

PRICE, 1929).

Nitrosodimetilamina (NDMA) , o membro mais simples da
familia das NAs, tem sido utilizada comb solvente industrialye co
mo intermediaria na sintese de 1,1 dimetilhidrazina. Além disso,
tem sido sugerido o uso de outras NAS como repelentes de insetos,

inseticidas, fungicidas e nematicidas (CROSBY e SAWYER, 1976) .

Os aspectos’toxicolégicos dos compostos N-nitroso fo-
ram estudados por Freund em 1937, descrevendo a NDMA como uma
"subst%ncia toxica volatil a qual, depois de inalada, exercia uma
agao céracteristica no figado" (hipertrofia regenerativa difusa e
prolifefagéo de células hepaticas). Em 1954, Barnes e Mégge re-
descobriram este efeito e demonstraram, dois anos depois, que
NDMA nd3o s8 era altamente hepatotdxica, mas também altamente car-
cinogénica em animais de laboratdrio (WEISBURGER e RAINERI, 1975).
Este fato, junto ao reconhecimento, em 1948, do risco apresentado
por N-nitroso-N-metil uretano, levou a que as NAs fossem conside-

radas como um perigo industrial (SHANK, 1975).

Os primeiros indicios de que NAs poderiam estar pre-
sentes nos alimentos surgiram no perfodo 1957-1962, na Noruega,
quando foram detectadas alteragoes no figado de ruminantes e mar-

tas que tinham consumido racao preparada com peixe ou farinha de



- peixe preservada com nitrito de sédio (WOGAN E TANNENBAUM, 1975).
Em 1964, Ender e Col. detectaram a presenga de NDMA nessa ragao
animal e surgeriram que a dimetilamina, presente naturalmente na ra
¢ao, reagira com nitrito para formar NDMA (ENDER e Col., 1964).
Desde entao, NAs tornaram-se objeto de grande interesse toxicold-

gico, sendo reconhecidas como um perigo ambiental.

Grande nimero de trabalhos tem sido publicados a res-—
peito das NAs abordando os seguintes aspectos: 1. Métodos de ana-
lise (HOTCHKISS e col., 1981; SCANLAN, 1984; SCANLAN e REYES, 1985).
2. Presenga de NAs no ambiente, .incluindo os alimentos (HAVERY e
col., 1978; Nitrite Safety Council, 1980} SEN e col,, 1985). 3.
Mecanismos de formagao de NAs (BHARUCHA e col.; 1979; YAMADA e
col., 1984; SKRYPEC e col., 1985), inclusive formagao in vivo nas
condigSes do estamago' (OSHIMA e BARTSCH, 1981; HART e WALTERS, 1983;
WAGNER e TANNENBAUM, 1985). 4. Mecanismos para evitar a forma-
gao de NAs (FIDDLER e col., 1978; ROBACH e col,, 1980; THEILER e
col,, 1984).

r

/

/ ' Varios tipos de estruturas contendo nitrogénio podem
ser nitrosadas. Dentre estas se incluem aminas, ureias, uretanos
e guanidinas que se encontram presentéé em praticamente todos os
alimentos (LIJINSKY e EPSTEIN, 1970; MAGA, 1978). A presenga de
nitrito em alguns alimentos & o resultado da redugao de nitratos
por plantas e enzimas microbianas (WOLFF e WASSERMAN, 1972) e da
adigao de nitrito como aditivo no processamento de carnes curadas
(CASSENS e col., 1979; FLORES, 1982; GRAY e col., 1982). As prin
cipais NAs encontradas em alguns alimentos e suas respectivas fai

xas de concentragao estao indicadas na Tabela 1.

Dentre as carnes curadas, O bacon & o alimento que
tem recebido maior ateng¢ao, ja que nitrosopirrolidina (NPIR) e também

nitrosodimetilamina (NDMA) e nitrosochidroxipirrolidina (NHPIR)encontram-se



a

TABELA 1 -~ Principais nitrosaminas em alimentos

Nitrosamina Concentragao
uwg/kg de alimento

(ppb)

NPIR, NTHZ e NDMA no bacon frito 1l -50

NDMA, NDEA, NMOR, NPIP, NTHZ e NPRO

esporadicamente nas carnes curadas. l - 25

NHPIR no bacon frito - 1 -3

NDMA esporadicamente'em queijo 1 -13

NDMA esporadicamente em peixe 1l - 25

r~

NDMA em farinha de peixe 45 - 1700

NDMA em leite em pd desengordurado =~ 0,1 - 6

NDMA em cerveja 0,1 - 15

/

NPIR:
NDMA:
NMOR:
NPRO:

Fonte: Reyes e Scanlan, 1984.

nitrosopirrolidina,

NTHZ: nitrosotiazolidina,

nitrosodimetilamina, NDEA: nitrosodietilamina,

nitrosomorfolina,

nitrosoprolina,

NPIP: nitrOsopiperidina,

NHPIR: nitrosohidroxipirrolidina



normalmente presentes neste produto (SCANLAN, 1983; FIDDLER e col.,
1984). Outro composté que também tem sido detectado no bacon é
N-nitrosotiazolidina (NTHZ) (KIMOTO e col., 1982), a qual é forma-
da durante o processo de defumagao (PENSABENE e FIDDLER, 1983,

1985) .

A presenga de dimetil e trimetil amina em peixes (MIL
LER e col., 1973; RITSKES, 1975), tornam possivel a formagdao de
NDMA em peixes preservados com nitrito e peixes defumados (HOWARD
e col., 1970). A formagao de NDMA ocorre também durante a cocgac
de‘peixe (KEf e col,, 1982) e durante é etapa de secagem para ob-
.tengéo da farinha de peixe (SEN e col., 1972) por agao de oOxidos

de nitrogénio presentes no fluxo de gases quentes (SCANLAN, 1983).

A proddgao de 6xidosvde nitrogénio explica também a
formagao de NAs em outros alimentos sééédos por aquecimento dire-
to, onde o fluxo de gaées quentes entra em contato direto com o)
alimento., Dentre esses alimentos incluem-se sopas desidratadas,
alimentos infantis (SEN e SEAMAN, 198la), malte e cerveja (ASBC,
1982; HAVERY e col., 1984) e leite em po desengordurado (SEN e
col., i§84) nos quais tem sido detectada a presenga de NDMA,e tam

bém café sollvel, no qual tem sido detectada NPIR (SEN e SEAMAN,

1981a).

2. ANALISE DE NITROSAMINAS

As concentragOes nas quais as NAs se encontram presen
tes nos alimentos sao da ordem de ug/kg de alimento (FINE e col.,
1975a). Tais niveis sao significativos, se considerarmos que as
estimativas de uma exposigdo "toleravel" para o homem situam—ée

ao redor de 5-10 pg/kg de alimento (Andnimo, 1984). Este fato 1li



mita 0 uso de métodos analiticos para aqueles com sensibilidade mi

nima de 10 ug/kg (DRESCHER e FRANK, 1978).

Um outro’ aspecto a considerar na selegao do método de
analise & sua especificidade. Esta caracteristica influi direta-
mente no tratamento ("clean up") de amostras complexas como S30 oS
alimentos, exigindo etapas para a remogao de componentes naturais
que possam interferir na detecgdo e identificagdo das NAs presen-
tes. Na Figura 2, estéo apresentadas as etapas a serem efetuadas

na andlise por destilagdo de NAs voliateis.

2.1. Extracao

Para propdsitos de analise, as NAs sao divididas em
volateis e néo-voléteis; O térmo NAs n3o-volateis aplica-se a to-
do composto N-nitroso nao destildvel dentro de um sistema aquoso.
Tais compostos incluem dialquilnitrosaminas de cadeia longa, N-ni-
trosouféias, N-nitrosopeptideos e N-nitrosoderivados de bases orgé
, nicas,/das quais N-nitrososarcosina e N¥nitrosoprolina sao as mais
véonhecidas (KUBACKI, 1979). Amplas diferéngas nas propfieda&ﬁ;qqi
micas e fisicas desses compostos dificultam o estabelecimento de
métodos apéliticos de aplicagao geral, motivo pelo qual, as NAs
ndo-volateis tém sido pouco estudadas em alimentos (BARTSCH e

O'NEILL, 1984).

As NAs volateis s3o compostos de baixo peso molecular
que apresentam suficiente pressao de vapor para serem extraidas por
destilagdo a partir de um sistema aquoso, em meio alcalino (FAZIO
e col., 1973) ou neutro (CROSBY e col., 1972), ja que em pH acido
as NAs tendem a se degradar (WOLFF e WASSERMAN, 1972). A destila-

¢ao efetua-se a pressdo atmosférica (SEN e SEAMAN, 1981b), a pres-



EXEMPLO: NDMA, NDEA, NPIR, NMOR
EXTRAGAO POR DESTILAGAO

SEPARAGCAO POR CROMATOGRAFIA GASOSA
DETECGAO A Nf'VEL DE 0,1 ppb

CONFIRMAQ?\O POR ESPECTROMETRIA DE MASSA A NIVEL
DE 1,0 ppb

FIGURA 2 - Etapas a serem efetuadas na analise de nitrosaminas vo
lateis em alimentos, NDMA: nitrosodimetilamina, NDEA:

/
/ nitrosodietilamina, NPIR: nitrosopirrolidina, NMOR:

nitrosomorfolina.

ppb: ug/kg de alimento.



sdo reduzida (TELLING e col., 1971), ou também pode ser uma des-
tilagao rapida a pressao reduzida a partir de um sistema contendo
Sleo mineral (FINE e col., 1975b; HAVERY e col,, 1978), sendo a
destilagao a pressao reduzida o método de maior recuperagio. Na
Figura 3, encontra-ée um esquema do aparelho empregado na destila
¢ao a pressdo reduzidavde NAs volateis, usando 5leo mineral. Pa-
ra este Gltimo procedimento, o qual foi adotado pela AOAC em 1982
 (ANSNIMO, 1982), tém éido sugeridas algumas modificagdes para tor
na-lo ainda mais rapido e seletivo (OWENS e KINAST, 1980). A ex-
tracgao direta com solventes, utilizando extratores continuos tipo
Soxhlet, tem demonstrado ser Gtil na determinag3do de ambos os ti-

pois de NAs (KUSHNIR e col., 1975; HOTCHKISS e col., 1980).

2.2, Purificagao dos extratos

Na analise de NAs, para a remogao de substdncias in-
terfetghtes, tém sido utilizados: resinas de troca idnica (SEN e
col.,/l969),. cromatografia em gel de Sephadex (EISENBRAND e col.,
1970), e colunas cromatégréficas de celite (HOWARD e col.,, 1970),

alumina (SEN, 1970) e silica gel (ESSIGMANN e ISSENBERG, 1972).

/

/ Os compostos retidos na coluna, dependendo do método
escolhido, sao elulidos com pentano (SEN, 1970), éter (BROOKS e
col,, 1972), ou hexano (FIDDLER e col,, 1972). Também tém sido
utilizados; ciclohexano (ALLISTON e col., 1972) e misturas é&ter:
pentano (TELLING, 1972) e diclorometano:pentano (PENSABENE e col,,

1982).

Avangos quanto a especificidade dos métodos de detec-
gao tém permitido a simplificag@o do tratamento da amostra. Colu

nas de celite eluidas com pentano e/ou diclorometano, produzem ex
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tratos a partir de amostras de baéOn (PENSABENE e col,, 1982), de
isolados e concentrados protéicos de soja (FAZIO, 1982), de cerve
ja (HOTCHKISS e col,, 1981l; HAVERY e col., 1984) e de leite em pd
desengordurado (SEN e col., 1984), com pureza suficiente para a
determinagao de NAs volateis em concentragoes de ug/kg de alimen-
to. O uso combinado dé um’ gas de arraste (nitrogénio ou argdnio)
com materiais adsorventes das NAs, dispostos num determinado arran
jo, tem dado bons resﬁltados na extragao e purificacao de NAs vo-
lateis em amostras de ragdes animais (BILLEDEAU e col., 1984) e
alimentos infantis (WESTENDORF, 1985)., Na Figura 4, estio resumi
dos os métodos de extragdo, preferencialmente utilizados na anali

se de NAs voliteis.

2.3, Deteccgao

2.3.1, Métodos Indiretos

!/‘ )
/
Os compostos N-nitroso sao degradados pela agao do

acido bromidrico (EISSENBRAND e PREUSSMANN, 1970), pela  redugio
eletroquimica (ALLISTON e col,, 1972), pelo cloreto de tionilo
(LUNT e qoi., 1973) e pela radiagao ultravioleta (DOERR e FIDDLER,
1977). Séo»produtos Principais desta reagao o acido nitroso, ou
um derivado deste,e a correspondente amina seéundéria (CHOW, 1967;
JOHNSON e WALTERS, 1971). A detecgao destes produtos de decompo-
sigdo constituem a base de grande parte dos métodos indiretos que

tém sido utilizados na determinagao de NAs em alimentos.

Existem varios métodos para se detectar o 3cido nitro
sO (SAWICKI e col., 1963), sendo alguns deles aplicados na anali-

se de NAs (YOUNG, 1978). Dentre esses métodos encontram-se aque-



PROCEDIMENTO ALIMENTO

DESTILAGAO A PRESSAO REDUZIDA

A PARTIR DE OLEO MINERAL BACON FRITO

DESTILAGAO A PRESSAO REDUZIDA.

‘A PARTIR DE OLEO MINERAL | CEVADA MALTE

DESTILAGAO A PRESSAO ATMOSFERICA

USANDO HIDROXIDO DE BARIO CERVEJA
~
DESTILACAO A PRESSAZO ATMOSFERICA CERVEJA
COLUNA DE CELITE CERVEJA
/
COLUNA DE CELITE BACON FRITO
COLUNA DE CELITE LEITE EM PO
DESENGORDURADO
FIGURA 4 - Métodos preferencialmente utilizados na ex

tragao das nitrosaminas voldteis em diversos alimen-

tos.



15

les em que o acido nitroso reage quanfitativamente com o reagente de
Griess (&cido sulfanilico/l-naftilamina) (VASUNDHARA e col,, 19759,
com o reagente NEDSA (N-l-naftilendiamina/acido sulfanilico) (SEN
e DALPE, 1972), ou com o0 reagente de Preussmanii (clbreto de pala-
dio/difenilamina) (PREUSSMANN e col., 1964), formando compostos co-
loridos. Estes compostos ‘sao utilizados na visualizagdo de NAs
por cromatografia em camada delgada (SEN e DALPE, 1972), ou para
quantificagao das mesmas por determinagio espectrofotométrica (FAN
e TANNENBAUM, 1971). Alguns dos componentes dos alimentos (3cidos
graxos, tocoferois.e alguns pigmentos) produzem resultados falso-
-positivos, principalmente com o reagente de Preussmann, limitan-
do a aplicagao desses métodos (SEBRANEK e CASSENS, 1973). M&todos
baseados na redﬁgéo eletroquimicas das NAs também estao sujeitos

a interferéncias (SNIDER e JOHNSON, 1979).

Na detecgao de aminas secuhdérias, geralmente por cro-
matografia em camada delgada, tém sido utilizados: ninidrina, que
forma compostos visiveis ou fluorescentes (SEN e DALPE, 1972); clo
reto qé\dansilo, DANS-C1, (l-dimetilamino-naftalen-5 sulfonil clo-
reto) que produz sulfonamidas fluorescentes (EISENBRAND e PREUSS-
MANN, 1970); DNP-F (2,4 dinotrofluorobenzeno), que fo;ma compostos
amarelos que podem ser separados por cromatografia ligquida
de alta présséo (HPLC), (COX, 1973); e NBD-Cl (7-cloro-4 nitroben-
zo-2-oxa-1,3 diazol), que & utilizado na determinagao fluorimétri-
ca dos produtos formados (KLIMISH e STADLER, 1974). Outras subs-
tancias que também tém sido utilizadas na determinagao de aminas
secundarias sao: fluorescamina (4-fenilspiro furan-2(3H),l-ftalan
-3,3-diona) a qual forma produtos nao fluorescentes (YOUNG, 1976)
e cloreto de heptafluorobutanoil, o qual forma amidas que tém sido

detectadas por cromatografia gasosa,1ﬁjlimnﬁb—gadetector de captu

ra de elétrons (ALLISTON e col.,, 1972).
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A aplicagao dos métodos mencionados na andlise de NAs
em alimentos, requer a remogao de toda amina livre previamente ao
rompimento da NA, como também a prevengdo de formagao de aminas
antes da derivagao, para evitar a formagao de substincias que in-

terfiram na anilise (KRULL e col., 1978; BROEKHOVEN e DAVIES, 1980).

Outros métodos indiretos que também t&m sido utiliza-
dos na analise de nitrousaminas, baseiam-se na oxidacio das mesmas

.até nitraminas ou na sua redugado até hidrazinas assimétricas.

Nitraminas, obtidas por oxidagao de NAs geralmente com
dcido peroxitrifluoroacético, s3o detectadas por cromatografia
gés—liquido (GLC), utilizando-se detector de captura eletronica. Es-
te procedimento tem sido aplicado na analise de nitrosaminas em
alimentos (TELLING, 1972); na analise de nitroscaminoacidos (ISHI
BASHI e col., 1980), na confirmagao da presenga de NAs no ar e fu
mo de cigarros (CUCCO e BROWN, 1981) e nos alimentos (KIMOTO e
col., 1984). O uso deste método sensivel e seletivo n3o é reco-
mendévg} para.fins quantitativos, pois as reagoes de oxidagao sao
incompietas e irreproduziveis, servindo somente como um procedi-

mento adicional confirmatdrio (ALTHORPE e col,, 1970).

-

As NAs tém sido reduzidas a hidrazinas assimétricas
com Zn/HC1, seguido por derivaqéo com diferentes aldeidos aromati-
cas;nracgtagﬁo de aldazinas amarelas (ENDER e CEH, 1968) ou hi-
drazonas fluorescentes (YANG e BROWN, 1972). Estes métodos pos-
suem sensibilidade adequada, mas carecem de seletiVidade, o) que

limita a sua aplicagao.
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2.3.2. Metodos Diretos

Os métodos cons;derados diretos estao baseadcs na de
terminagao e confirmagdo direta das NAs. Pertencem a esta classi
ficagao os métodos que usam detectores polarograficos, detectores
especificos (usados em cromatografia gasosa e/ou HPLC) e espectros

copia de massa,

Na determinagao polarografica, as NAs produzem hidrazi
nas assimétricas, em pH 1-5, consumindo 4 elétrons por molécula.
Em meio alcalino, a redugao consome 2 elétrons por molécula e pro
‘duz a correspondente amina secundaria e oxido nitroso (PARRY e
OSTERYOUNG, 1965). Polarografia em meio dcido tem sido aplicada
na determinagao de NAs em alimentos (WALTERS e col., 1970). Pira
zinas e acetopirrol, formados por degradagao térmica das MAs acimad
100°C, sao interferentes para este método (SCANLAN e LIBBEY, 1971).
Polarografia diferencial de pulso também tem sido utilizada .. na
analise de NAs (HASEBE e OSTERYOUNG, 1975). No entanto, esta téc
nica ggfé sujeita a interferéncias provenientes da redugdao do oxi

/
génio e do nitrito (CHANG e HARRINGTON, 1975). Para a anilise de NAS,
a detecgao polarografica possui suficiente sensibilidade, mas care
ce de especificidade, sendo seu uso recomendado em amostras menos

7
/

complexas como sao os cosméticos (EG & G., 1980).

Cromatografia gas-ligquido (GLC) tem sido a técnica mais
amplamente usada na detecgao e quantificagao de NAs. Para aumen
tar a especificidade da resposta do detector, utilizam-se detecto
res mais especificos que o detector convencional de ionizagao de
chama (FID). Os detectores N-seletivos mais usados tém sido: De-
tector Termoidnico (detector de chama alcalina, AFID, e detector
termoidnico sem chama ou detector N—P} DNP ou FASD); Detector Ele

troquimico (detector de conductancia elétrica ou detector de
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Coulson, CECD, e detector microelectrolitico ou detector de Hall);
e Detector de Fotoemissao (detector de captura eletrdnica, ECD, e
o "Thermal Energy Anélyser", TEA). A teoria operacional e as ca-
racteristicas de resposta destes detectores, foram revisadas por

Hall,em 1978,

AFID & uma modificagdo do FID, onde Ions alcalinos
(Na2804,'KCl, RbC1, Rb,50,, CsCl e CsBr) sao introduzidos na cha-
ma, variando o procésso de ionizagao por um mecanismo nao bem com
prendido ainda, e aumentando em mais de 100 vezes a resposta a
compostos que contém f£6sforo na sua estrutura. O detector também
é sensivel a compostoé que contém nitrogénio, enxofre e halogénios.
O tipo de sal alcalino introduzido e os parametros relacionados
com a geometria do>detector'e modo operarional, alteram a seleti-
&idadebdo detector. Entre eles, o fluxo de hidrogénio é critico

(PALFRAMAN e col., 1973).

No detector termoidnico sem chama DNP, diferentemente

do AFID, a temperatura do sal € controlada eletricamente, o que
/

resulta em respostas seletivas somente para compostos que conte-

nham nitrogénio e/ou fésforo aumentando, por conseguinte, a sele- -

tividade e sensibilidade do detector (DRUSHEL, 1983).

// No detector CECD, quando usado no modo redutivo nor-
mal, o nitrogé&nio organico & convertido em amoniaco, a temperatu-
ras entre 400 e 600°C na presenca de um catalisador de Ni, dentro
de um tubo de hidrogenagao feito de quartzo. Os gases acidos pro
duzidos (HC1, H,S) sao removidos com SrOH ou K,C05 e o amoniaco
formado € absorvido por um fluxo continuo de agua deionizada, de-

tectando-se os cambios na condutancia eletrica (RHOADES e JOHNSON,

1970) .
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Na analise de Nas em alimentos, os detectores CECb e
AFID tém sido amplamente utilizados. Embora sua utilidade em sis
temas modelo seja de - grande valor, sua aplicagao na analise de
NAs em sistemas complexos somente deve ser considerada com propo-

sitos de triagem.

O detector de Hall & similar no seu funcionamento ao
detector CECD, porém com caracteristicas melhoradas em relagao a
geometria da célula,»ponte de condutancia, controle.de temperatu-
ra do forno e materiais de construgéo, que aumentam sua seletivi-

dade, eficidncia e resisténcia (Hall, 1974).

O detector ECD, em contraste aos anteriores, nao é
destrutivo. Nele, o gas transportador paésa por uma camara de io
nizagao que contémruma fonte de radiagdes B8 (tritio ocluido numa
iémina de escandio), ‘Um potencial entre dois eletrodos situados
dentro da ca@mara coleta todo el@tron livre que é produzido pela
ionizagéo,através de interagao com as particulas B das moléculas
do gésﬁtrahsportador. Quando um composto de alfa afinidade ele-

[ . X
trénica entra na camara, reage com os elétrons livres, reduzindo
o fluxo de corrente elétrica. Essa feduq&o é registrad; pelo apa -
relho (DICKES e NICHOLAS, l978); A utilizagao do detector ECD
na anilise de NAs em alimentos requer a prévia oxidagido destas a
nitraminas. As reagoes de oxidagdo das NAs s3o incompletas e ir-
reprodutiveis, sendo ent3o o uso deste detector nao recomendével

para fins quantitativos.

O detector TEA, Figura 5, baseié seu funcionamento no
rompimento seletivo da ligagao N-N (8 a 50 Kcal/mol), presente nos
compostos N-nitroso. Para tanto, estes compostos sao injetados
num catalisador pirolitico instantdneo de tungsténio-molibdénio -

-cromio, formando radicais nitrosilo, NO°, que sao transportados



20

*onod
-eA 8p equog °(Q1 !{xopeoTTdr3lTnWOlod oqny ‘g {OyTowIaAa
0x3TTd '8 fopdesx op exewe)d °L {OTUOZO *9 {0DT3TTOITd
aopezTre3lR) °*G {D60GZ ® oprtoenbe oqny °*y {esoseb aseg
wa oyeabojewox) *¢ !{xozslur -7 “uovmuuommnmuu sen T
VAL I030939p Woo esOoseb o9sey wa vTIeIbO3RPWOID 9p BWSISTS - S WINOIA

oT 4

44
]
Y

R Y




21

a uma c@mara de reagao onde, por agido de ozdnio produzido por des-
carga elétrica, formam didxido de nitrogénio excitado, NO,. As mo
léculas excitadas, ao voltarem a seu. estado fundamental, emitem ra
diagOes caracteristicas na regidao do infravermelho proximo,  gque
sao detectadas por um tubo‘fotomultiplicador. A resposta € propor
cional a concentragao de radicais nitrosilo e, portanto, proporcio
nal a concentragao do composto nitrosado (FINE e col., 1975b). o
TEA possui uma armadilha fria entre o catalizador e a camara de
reagao, para a remogao de todo composto menos volatil do que o ra-.
dical NO*, como também um filtro Stico para eliminar as emissdes
menores do que 600 nm, as qﬁais sao produzidas por compostos etilé-

nicos e o0z6nio (FINE e col., 1975c).

Dos detecﬁores referidos, o TEA & o mais seletivo uma
vez qué os outros detectores s3o mais N do que N-O seletivos. Po-
rém, como os outros detectores, o TEA também estid sujeito a inter-
ferentes, motivo pelo qual é necessario confirmar os resultados ob
tivos Esando—se um outro método analitico. A espectrometria de
massa‘&MS) € geralmente aplicada toda vez que sao detectadas NAs
pela primeira vez, ou s3o analisados novos tipos de amostras

(GOUGH e WEBB, 1978).
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III. MATERIAIS E METODOS

l. MATERIAL
1.1. Matéria prima

Foram utilizadas neste trabalho. amostras de bacon . e
linguiga obtidas em diversos supermercados da cidade de Campinas,

SP,
1.2, Reagentes

Todos 6s reagentes utiiizados neste trabalho foram
feagenﬁes Merck, Ecibfa ou Mallinckrodt, com grau de pureza "para
analise".

Os padees nitrosodimetilamina (NDMA) e nitrosopirro-
lidinaf(NPIR) foram selecionados por serem os compostos N-nitroso
méis ffequentemente encontrados em amostras de bacon frito e pos-
Sivelméﬁte também em amostras de linéuiga frita. Foram escolhi-

dos como padrSes internos a nitrosodietilamina (NDEA) e a nitroso

dipropilamina (NDPA) pelo fato destas NAs nao estarem normalmente

/

/
presentes em carnes curadas. As NAs mencionadas foram gentilmen-

te cedidas pelo Professor Richard Scanlan, da Oregon State University,

Oregon, USA,

Os adsorventes utilizados na preparacgao das diferen
tes colunas foram: Celite 545 sem lavagem acida, obtida da Fisher
Scientific Co., Fairlawn, N.J,; Oxido de Aluminio (Alumina) 90 pa
ra cromatografia em coluna (Merck art. 1097) e Silica Gel 60 para

cromatografia em coluna (Merck art. 9385).
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Para a analise das NAs por cromatografia em camada del
gada foram utilizadas cromatofolhas Al de Silica Gel 60 F254 (Merck

artigo 1097).

Na analise de NAs por cromatografia gasosa foi utiliza
da como fase liquida estaciondria Carbowax 20M, 50G da Alltech
Associates e como suporte, Chromosorb W 60-80 mesh, com lavagem aci-

da (Varian Aerograph art.82-000040-00).
l.3. Aparelhos

- Camara cromatografica de imers3o 100 x 100 x 2mm
. = Concentrador Kuderna-Danish (K-D), 250 mL
(Kontes Glass Co.n? K-850500)
= Tubo concentrador, 4 mL
(Kontes Glass Co.n?® K-570050 e tampa K-850500).
- Coluna de destilagao Snyder, trés secgoes
(Kontes Glass Co.n? K-503000).
[ - Cromatdgrafo Varian mod. 1400 equipado com detector
termoidnico sem chama, DNP.
= Registrador Varian mod. A-25
- Lampada ultra violeta Lumiflex
;= Evaporador rotativo Buchi mod. R110
- Moinho de carne Brasil-Eberle mini kit cod. 2001.000-4

- Estufa FANEM mod. 315SE

- Bomba de vacuo FANEM mod. CA.
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2. METODOS

2.1. DETERMINAGAO DAS-NITROSAMINAS POR CROMATOGRAFIA GASOSA

Foram estudadas as caracteristicas de resposta do de-
tector termoidnico as diferentes nitrosaminas padrdes, visando
sua utilizagao na identificagao e quantificagao das NAs presentes

nos extratos de bacon e linguicga.
2.1.1. Parametros operacionais de cromatégrafo

'Os parametros selecionados foram:

- Coluha de vidro, 2m x 2mm didmetro interno
- Empacotémento: 15% Carbowax 20M + 1% KOH sobre Chro
mosorb W "acid washed" 80-100 mesh.

- Vazao dos gases: Nitrogénio 35 mL por minuto
~ Ar ‘174 mL por minuto
/o Hidrogénio 4,5mL por minuto
- Temperaturas: Injetor:'ZOOOC

Coluna : Programagao de 100 a 200°C,
40C/min

/;.. Detector: 250°C

~ Amplitude de registro: 1 mV
2.1.2. Estabilizagdo do detector

Inicialmente a corrente do detector foi ajustada para
se obter um sinal de fundo, "background current", de 40 a 70% de
deslocamento da pena do registrador nas condigdes de sensibilida-

de de 8 X 10_12 e amplitude de registro de 1 mV. Esta condiqéd
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foi mantida reajustando-se a corrente do detector, caso necessa-
rio, até obtengao de uma linha de base estivel dentro da faixa
de deslocamento mencionada anteriormente.

a

2.1.3. Caracteristicas da resposta do detector termoidnico DNP

As caracteristicas da resposta do detector termoidni-
co as diferentes NAs foram estudadas em relacao a sua linearidade,

reprodutibilidade e sensibilidade.
'2.1.3.1. Linearidade da reSposta

Foram preparadas solugoes, em DCM, dos padrdoes NDMA,
NDEA e NDPA em concenfragaes de 1; 1,5 e 2 ng/uL. As solug6es do
padrdao NPIR foram preparadas em concentracoes de 2; 3 e 4 ng/uL.

Um pL de cada uma destas solugoes foi injetado no cromatdgrafo.
_ ,
2.1.3.2. Reprodutibilidade da resposta

Foi testada uma solugao contendo 0,7; 1; 1 e 2 ng/uL
respectivamente das NAs padroes NDMA, NDEA, NDPA e NPIR em  DCM.

Umn uL desta solugcao foi injetado repetidamente no cromatdgrafo,

mantendo constantes os parametros operacionais indicados em 2.1.1.
2.1.3.3. Limite de deteccgao

Inicialmente, foram preparadas diluigoes sucessivas a
partir de solugdes que continham 1 ng/pL das NAs padrdes NDMA,

NDEA, NDPA e NPIR em DCM. Um uL de cada diluigao foi injetado no

12

cromatdgrafo mantendo-o no "range" 10 e variando sua atenuacgao
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até se obter respostas positivas as menores diluigdes para :cada
padrdo. A amplitude de registro foi mantida em 1 mV. A seguir
foi preparada, no mesmo solvente, uma mistura dos padr6és NDMA,
NDEA, NDPA e NPIR nas concentragoes de 0,10; 0,10; 0,15 e 0,20
ng/ulL, respectivamente. Um pL desta solugao foi injetada no cro-
matografo que foi mantido no "range" supra-mencionado com mesma
amplitude de registro usada para os padr6e§ testados individual-
mente. Para cada injeééo foi variada a atenuagao até que  foram

obtidos cromatogramas reproduziveis.
2.1.4. Curvas de calibragao

Na obtengao de curvas de calibragdo para NDMA e NPIR,
foram preparadas solugoes das NAs padrdes considerando como pa-

droes internos a NDEA e NDPA.

As curvas de calibracao para NDMA foram obtidas a par
tir de solugoes contendo 0,3; 0,5; 0,7 e 0,9 ng/uL. A cada uma

destas solugoes foram acidionadas ambos os padrdes internos em

concentragao de 1 ng/uL.

-

No caso de NPIR, as concentragoes utilizadas foram de
0,5; 1,0; 2,0 e 3,0 ng/uL. Os padrdes internos foram adicionados

em concenfragéo de 1 ng/uL.
2.2. Analise de nitrosaminas em bacon e linguica

Neste estudo, tanto o preparo das amostras de bacon
e linguiga quanto a extragao das NAs, foram realizados segundo o
método ERRC (Eastern Regional Research Center), conforme descrito
por PENSABENE e col., 1982, com algumas modificag¢des. Na identi-

ficagao das NAs foi utilizada cromatografia gasosa com dectetor
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termoidnico sem chama DNP. Para confirmagio da identificacao das
NAs utilizou-se decomposigao fotoquimica por irradiagao ultravio-
leta. Um método alternativo utilizado paré a identificacao das
NAs foi cromatografia em camada delgada, cSnforme descrito por

SEN e col., 1969a.

As etapas de extragao, purificacao, identificacdo e
quantificacao das NAs presentes no bacon e linguiga, estao apre-

sentadas no Fluxograma 1.
2.2.1. Preparo da coluna de celite

Em um béquer com capacidade para 240 mL foram adicio-
nados 10 g de celite.\e 10 mL de écido fosfdorico 6N, sendo entao
agitados com bastao de vidro até que a celite apresentasse consis
téncia esponjosa e uniforme. A mistura foi transferida para uma
coluna cromatografica de 350 x 32 mm de diametro interno, a qual
estava coberta com papel de aluminio. A camada foi comprimida com

bastdo de vidro até uma altura aproximada de 25 mm.

2.2,2. Preparo das amostras

/" Bas amostras ae bacon e linguigca foram cortadas em pe-
quenas fatias de aproximadamente 3mm de espessura e fritas duran-
te trés minutos de cada lado. O excesso de gordura foi embebido
em papel de filtro e as fatias foram moidas, duas vezes sucessivas,
utilizando-se um moinho de carne. Dez gramas da parte muscular da
amostra moida, adicionados'de 30 e 40 ug/kg (ppb) dos respectivos
padroes internos NDEA e NDPA, foram transferidos quantitativamen-
te para um almofariz e homogeneizados. Em seguida, foram acres-
centados 20g de celite sendo o material novamente .. homogeneizado

até se obter uma mistura uniforme. A mistura resultante foi trans
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FLUXOGRAMA 1

"Extracao e quantificagao de nitrosaminas volateis pelo método de

eluigao com solvente utilizando coluna de celite"

béquer (250mL) 7N\

celite 10 g H3PO 46N . 10 g de amostra (bacon ou

~~ | (10 mL) linguiqal

misturar

(——

|

20 g celite

l

misturar

n-pentano-di-
clorometano
(DCM) 95:5

Na,S0

30 g

2774

100 mm (amostra/Na2804/celite)

25 mm (celite/H3PO4)

Lavar com 90 mL pentano-DCM 95:5. Descartar

os primeiros 85 mL do eluado.

— =gt

Adicionar 125 mL de DCM no topo da coluna.

Récolher o restante do eluado em Kuderna-Danish (K-D) com tubo

concentrador de 4 mL. .

Concentrar em K-D com coluna Snyder até 4 mL, em banho maria

(temperatura méjéma 700C)

Conpletar a concentragao até 1 mL utilizando fluxo de nitrogénio
e coluna micro Snyder '

Purificagdao do extrato em coluna de silica gel ou alumina

Concentrar o eluado da coluna em K-D, conforme descrito anterior-

mente. l

Extrato purificado e concentrad Identificagao preliminar:
| CG-DNP.
Confirmagao da identificacao:

fotocomposigdo com luz UV/CG-DNP
cromatografia em camada delgada

Analise quantitativa: CG-DNP.
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ferida para uma coluna cromatogratica e comprimida até se obter
uma altura de 100 mm. No topo da coluna foram colocados 30g de
sulfato de s6dio anidro. Almofariz e pistilo foram lavados com
10 mL do solvente pentano—diclorometano (DCM) (95:5), sendo esta
fragao também adicionada & coluna. Em seguida foram .acrescenta-

dos mais 90 mL do mesmo solvente.
2.2.3. Eluigao das nitrosaminas da coluna de celite

Os eluados de penﬁéno: DCM (95:5) foram coletados num
cilindro graduado de 100 mL a uma velocidade de 1 mL por minuto.
Quando o nivel do solvente na coluna atingiu o nivel da camada su
perior de sulfato de sddio anidro, foram adicionados & coluna 125
mL de diclorometano. Os primeiros 85 mL coletados foram descarta
dos, sendo b restante cdletado em concentrador Kuderna-Danish (K-D)
com tubo concentrador de 4 mL cobertos com papel de aluminio. A
coleta foi mantida até que a coluna deixasse de gotejar. O con-
centraébr foi removido da coluna e acoplado & coluna Snyder tam-

_ bém coberta com papel de aluminio.

2.2.4. Concentragao do eluado da coluna de celite
/

Na capela, o concentrador K-D foi submerso em banho-
maria ateé aproximadamente 3 mm do nivel superior do tubo .concen-
trador. A temperatura do banho foi mantida entre 55-60°C. Quan-
do o volume do concentrado atingiu aproximadamente 4 mL, o - tubo
concentrador foi desacoplado do concentrador K-D e o volume redu-

zido até 1 mL utilizando-se fluxo de nitrogénio.
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2.2.5. Purificagao dos extratos

Foram testadas colunas de alumina e silica gel 60 vi-

sando sua utilizagao na purificagdo do eluado da coluna de celite.
2.2.5.1. Preparo das colunas de purificagao

‘ O preparo aa coluna de silica gel foi feito como des-
crito por MAYBURY e GRANT, 1983, com as modificagoes indicadas a
seguir: 2,5 g de silica gel 60 foram colocadas num béquer ao qual
foram adicionados aproximadamente 30 mL de éter etilico 1% em di-
clorometano (DCM). A mistura foi cdlbcada numa coluna de vidro
de 500 x 10 mm de didmetro interno. O béquer foi lavado com 30mL
do mesmo solvente dividido em pequenas porgoes que também foram
acidionadas a coluna. O solvente foi escoado e uma camada de sul
fato de sddio anidro de aproximadamente 2 cm de espessura foi adi
cionada a coluna. O extrato concentrado de bacon.ou linguicga foi
transfé}ido a coluna, lavando-se o tubo concentrador com 5 mL de
éter e£ilico 1% em DCM.

A coluna de alumina foi preparada confor&e descrito
por KIMOTO e col., 1982 com algumas modificagoes. Para tanto,

2,5 g de alumina foram tratados conforme descrito na “preparagao

da coluna de silica, usando-se n-hexano como solvente.

2.2.5.2, Eluigao e concentragao das nitrosaminas obtidas das colu

nas de silica e alumina

Inicialmente foi testada uma solugdo em diclorometano,
contendo 1; 4; 9 e 10 ng/mL das NAs padr6es NDMA, NDEA, NDPA e
NPIR, respectivamente. Cinco mL desta solugdo foram colocados no

topo da coluna de alumina ou de silica. As NAs foram eluidas da
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coluna de alumina com 100 mL de DCM-pentano (l:1 v/v) e da coiuna
de silica com 100 mL de éter etilico 4% em DCM. A velocidade de
fluxo nas duas colunas foi mantida entre 1 e 2 mL por minuto. Os
eluados de ambas colunas foram coletados em fragdes de 10 mL sen-

do 1 uL de cada fragao injetado no cromatdgrafo.

Os extratos das amostras de bacon ou linguica, obti-
dos da coluna de celite, foram purificados por coluna de silica.
As NAs presentes nos extratos foram eluidas da coluna com 40 mL
de éter etilico 4% em DCM, mantendo-se a mesma velocidade de flu-

xo utilizada no teste de eluicao dos padrdes.

Cs eluados foram coletados no concentrador evaporati-
vo K-D com tubo concentrador de 4 mL coberto com papel de alumi-
nio. A redugao de volume . até 1 mL, dos extratos purificados foi

feita como descrito em 2.2.4.

2.2.6. Identificagao das nitrosaminas

j A identificacao da NDMA e NPIR presentés no bacon e
- linguiga foi feita a partir dos picos obtidos no cromatograma, com
injegoes de 1 a 2 uL do extrato purificado. Os tempos.dé reten-
gcao destes”picos foram comparados com os tempos correspondentes a

retengao dos padrGes e entdo foi feita uma co-cromatografia.

2.2.7. Confirmagao da identificag@o das nitrosaminas por fotode-

composicao

Inicialmente foi preparada uma mistura padrao conten-
do 3; 3,5; 4 e 9 ng/uL de NDMA, NDEA, NDPA e NPIR, respectivamente.
A solugao preparada usando DCM como solvente foi colocada em cube

ta de quartzo com tampa e irradiada com luz ultravioleta (luz UV).
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A cubeta foi situada a 8 cm de distdncia de lampada UV e, em da-
dos intervalos de tempo, 1 uL da solugéo era retirado da cubeta

e injetado no cromatdgrafo.

Os extratos das amostras de bacon ou linguiga que con
tinham NAs ja identificadas em base aos tempos de retengdo e por
co-cromatogréfia, foram suﬁmetidos ao mesmo tratamento com luz
UV, conforme descrito para as NAs padroes. - Essas NAs correspondem,
‘por éonvengéo, a NAs "presumptivas", por nao terem sido confirma-

das por espectrometria de massa (MS), (IARC, 1978).
2.2.8. Calculo da conéentragéo das nitrosaminas

A concentragab de NDMA ou NPIR presente no bacon ou

linguiga, foi calculada a partir da seguinte equagao:

ng de nitrosamina/g de amostra (ppb) = Ay - WE . 100

Onde A, = altura (Area) do pico da amostra,

-

W_ = concentragao do padrao interno no extrato

final (ng/uL)

/ o F.= fator de resposta (inclinacao da curva de
calibragao)
Ap = altura (area) do pico do padrao interno

Esta equagao supoe inije¢do de 1 uL, volume do extrato final 1 mL

e quantidade de amostra tratada 10 g.

2.2.9. Recuperacao de nitrosaminas em bacon e linguiga
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No estudo da recuperagao do método foram analisédas
sete amostras idénticas de bacon e seis de linguiga, todas adicio
nadas com os padroes. internos NDEA e NDPA, como descrito em 2.2.2.
A recuperagao, expressca em.porcentagem, foi obtida através de com
paragao direta entre as quantidades adicionadas dos padroes in-

ternos e a quantidade obtida no extrato final.

2.2.10. Reprodutibilidade da determinacgao de nitrosaminas em ba-

con e linguiga

Para testar a reprodﬁtibilidade do método na determi¥
nagéo de NAS em ambos os tipos de ambstfas, foram analisadas seis
amostras idéntidas de bacon e cinco de linguiga. A cada uma de-
las foram adicionados os padrdes NDMA, NDEA, NDPA e NPIR de modo
a 6bter, no extrato final, concentragoes de 0,2; 0,3; 0,4; e 0,5
ng/uL, respectivamente. A relagéo das alturas (areas) dos picos
correspondentes a NDMA e NPIR foi calculada usando-se como pa-
drées internos NDEA e NDPA. O desvio-padrao e o coeficiente de

; A

~ variagdo dos resultados obtidos foram utilizados na estiva da re-

produtibilidade.

2.3. DET%RMINACKO DAS NITROSAMINAS POR CROMATOGRAFIA EM CAMADA

DELGADA
2.3.1. Aplicagao das amostras e desenvolvimento do cromatograma

Sobre cromatofolhas de silica gel de 5 x 7 cm ativa-
das a 1059C durante 30 minutos, foram aplicados diferentes volu-
mes dos extratos purificados de bacon e linguiga obtidos em

2.2.5.2. Na mesma cromatofolha, foram aplicados 5 yL de solugao
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contendo padr6es NDMA, NDEA, NDPA e NPIR. O cromatograma foi de-
senvolvido na forma ascendente até uma altura de 6 cm, usando-se
hexano-éter-DCM (10:3:2), ou hexano-&ter-DCM (4:3:2) como solven-

a

tes.
2.3.2. Revelagao e identificacgdo das nitrosaminas

Dois tipos diferentes de reégentes de revelagao foram
utilizados para a visualizagdo das NAs na cromatofolha: ninidrina
e reagente de Griess. Na identificagao, as manchas obtidas | dos
‘extratos foram.comparadas com as manchas produzidas pelos padrdes
no mesmo cromatograma, a partir do que foi caléulado o valor de

Rf para cada uma das NAs.

2.3.3. Revelagao com reagente de Griess

- Solugdo de Griess: acido sulfanilico 1% em A&cido
acético 30% e naftilendiamina 0,1% em acido acético
30%8. As solugoes foram mantidas em refrigerador e,
imediatamente antes do uso, fdram misturadas numa

proporgao de 1l:1 (v/v).
As cromatofolhas, apds secagem em corrente de ar, fo-
ram reveladas com a solugao de Griess e expostas a luz ultraviole
ta (luz UV) durante 15 minutos.

2.3.4. Revelagao com ninidrina

As cromatofolhas foram aspergidas com acido acetico

30% e expostas a luz UV durante 15 minutos. A seguir, as cromato
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folhas foram submersas em camaras cromatografica de imersio con-
tendo ninidrina 0,3% em metanol. Finalmente, foram aquecidas em

estufa a 80°C durante 15 minutos.

IV. RESULTADOS E DISCUSSAO"

_l.‘ CARACTERISTICAS DA RESPOSTA DO DETECTOR TERMOIONICO DNP
l.1. Linearidade da resposta

As relagoes existentes entre a altura do pico e abqqu-
tidade de nitrosamina injetada no cromatdgrafo, para cada um dos
_padraes, estao apresentadas na Figura 6. As solugoes de NPIR fo-
ram mais concentradas se'comparadas as solugdes dos outros padroes,
devido a menor altura apresentada pelo pico éorrespondente aAesta
nitrosamina.v Todos os padroes apresentaram linearidade na faixa
de conééntragaes testada. Resultados similares foram obtidos em
1980 éor ROBACH e col., trébalhando com o detector TEA.

-

'1.2. Reprodutibilidade da resposta e limite de detecgao
) .

/
Os cromatogramas apresentados na Figura 7, mostram a

resposta tipica do detector para duas injecdes sucessivas de 1 uL

da solugao contendo a mistura dos padrdes indicada em 2.1.3.2.

.Sob condigoes constantes, o detector produziu respos-
tas reproduziveis. Esta caracteristica da resposta variou com as
alteraqaes de fluxo dos gases, principalmente do hidrogénio. A
variagao do fluxo do hidrogénio exerceu também um efeito marcante
na seletividade do detector. Desligar o detector, ainda que por

algumas horas, também afetou as caracteristicas da resposta, impe
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FIGURA 7 - Reprodutibilidade da resposta do detector termoidnico

DNP 10_12 A/mV, atenuagao 8. Injecao repetida de

1 yL de uma solugao contendo mistura de quatro nitro-
saminas em diclorometano. Identificagao dos picos: 1.
nitrosodimetilamina (0,7 ng/uL); 2. nitrosodietilami-
na (1,0 ng/ul); 3. nitrosodipropilamina (1,0 ng/uL) ;
4. nitrosopirrolidina (3 ng/uL).
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dindo a aplicagao de curva-padrao ﬁa quantificagao das NAs e limi
tando seu uso as técnicas de adigdo de padrdes internos. Os re-
sultados obtidos corroboram aqueles publicados por LUBKOWITZ e
col. em 1977, no qual os autores verificaram a dependéncia deste

tipo de detector em relagao ao fluxo de hidrogénio.

Aé quantidades'minimas detectadas pelo detector DNP,
apos injegéo de 1 uL da solugao contendo a mistura dos padroes
indicada em 2.1.3.3. foi de 0,1; 0,1; 0,15 e 0,20 ng créspectiva-
mente para NDMA, NDEA, NDPA e NPIR. Segundo (HALL 1978), a sensi
bilidade deste detector termoidnico depende do fluko dos gases da
corrente aplicada e dd tempo de uso da pérola (parte do detector
que contém o elemento alcalino). E possivel aumentar a sensibili
Qade do detector aumehtando a corrente aplicada a perdla. No pre
sente trabalho, esta pratica n3o foi utilizada por afetar direta-
mente a vida Gtil do detector e porque os niveis de detecgdo al-
cangadbs foram adequados as nossas necessidades. Este limite de
detecg§9 equivale a uma concentracao de 10 a 20 ug de nitfosamina
por kiiograma de amostra, respectivamente para NDMA e NPIR. DRES
CHER e FRANK, em 1978, recomendaram um limite de detecgéo menor

ou igual a 10 pg de nitrosamina por kilograma de amostra:

/

2. PURIFICAGAO DO ELUADO DA COLUNA DE CELITE UTILIZANDO COLUNA DE

ALUMINA E DE SILICA

Nas Figuras 8 e 9, estao apresentados cromatogramas cor
respondentes aos extratos de bacon e linguiga obtidos da coluna
dé celite, respectivamente. Ambos os cromatogramas apresentaram
picos que inteferiam na identificagéo‘das NAs. Por esse motivo,

foram testadas colunas de alumina e silica gel 60 para purifica-
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FIGURA 8 ~ Cromatograma de um extrato de bacon obtido por coluna
de celite. 1Injegao: 1 uL. Condig¢Oes do cromatdografo :
=12
10
Temperatura do injetor, 2009C; Temperatura da coluna:
programagao de 100 a 200°C, 4°C/min.
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A/nv, atenuagao 64; Temperatura do detector, 250°C;



40

RESPOSTA DO DETECTOR
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FIGURA 9 - Cromatograma de um extrato de linguica obtido por colu
na de celite. Injegdo: 1 uL. Condigcdes do cromatdgrafo:
10_12 A/mV, atenuac;éo 64; Temperatura do detector, 250<C;
Temperatura do injetor, 200°C; Temperatura da coluna:

programagao de 100 a 200°C, 4°C/min.
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cao dos extratos. Em geral, os extratos apresentaram pigmentéqéo
amarela a qual foi retida por ambas as colunas de purificacao.
Essas substancias que conferiam pigmentacao amarela eram responsa
veis, entre outras coisas, pela contaminagao da coluna do cromato
grafo no local de injegdo, sendo portanto necessiria sua .remogao
antes da injecao do extrato Mo cromatografo. Os compostos respon
saveis pelo aparecimento dos picos interferentes também foram re-

tidos pelas colunas de purificacgido.

Tanto para a coluna de alumina gquanto para a coluna
de silica foi determinado o volume minimo de solvente que era ne-
cessario para eluir o maximo das NAs sem eluir da coluna os com—
postos acima mencionados. Os resultados obtidos utilizando a co-
luna de alumina estdo indicados na Figura 10. Para esta coluna,
a capacidade de retengéo para as diferentes NAs foi bastante dis-
tinta sendo que, para eluir a NPIR, foi necessario utilizar um vo
lume superior a 60 mL de solvente. Quando testado o extrato de
linguica, o excesso de solvente acarretava em eluicao dos pigmen;

4 .
tos amarelos e dos compostos intérferentes, diminuindo assim sua
‘efétividade na purificagdo dos extratos. Este fato fez com que a

utilizagao desta coluna fosse descartada em anilises posteriores.

, Na Figura 11 estao apresentados os resultados obtidos
utilizandg-se‘a coluna de silica. A capacidade de purifiqagéo des
ta coluna foi melhor do que aquela apresentada pela coluna de alu
‘mina. Para esta coluna foram necessirios inicamente 40 mL do sol
vente éter 4% em DCM para eluir 100% das NAsltestadas, eluindo o
minimo de impurezas retidas na coluna. Os cromatogramas obtidos
dos extratos de bacon e linguiga purificados por coluna de silica
gel nao apresentaram picos interferentes na regiao das NAs estuda
das, sendo possivel a identificag3o das mesmas através dos tempos
de petenqéo e por co-cromatografia. Na Figura 12 esta apresentadé

um cromatograma tipico obtido para amostras de bacon.
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0 método_ERRC utilizado como ponto de partida neste
trabalho, tanto para o preparo das amostras gquanto para a extra-
950 das NAs; foi desenvolvido considerando o uso do detector TEA
("Thermal Energy Analyser") na determinacao destes nitrosocompos
tos. Este detector, diferentemente do detector termoidnico DNP
(detector DNP), & altamente especifico para as NAs (FINE e col.,
1975a), sendo entao o extrato obtido da coluna de celite de pure
za suficiente para ser injetado dlretamente no cromatografo. Em
1982, KIMOTO e col., trabalhando com o detector TEA na dosageméw
NTHZ (nitrosotiazolidina) em amostras de bacon extraidas e puri-
ficadas por coluna de celite, precisou de purificagao adicional
do extrato,”por coluna de alumina, quando realizou a confirmagao

da identidade da NTHZ por espectrometria de massa (MS).

MAYBURY e‘GRANT, em l983,’§ropuseram O uso do detec-
tor DNP na determinagao de NAs em amostras menos complexas tais
como as formulagdes técniéas de herbicidas. Neste caso a extra-
g¢ao e purificagdo dos compostos mencionados foi feita por coluna
de si;{;a. Os resultados obtidos no presente trabalho indicam
- que também & possivel, em amostras mais complexas, a utilizacgao
do detector DNP na déterminagéo de NAs extraidas por DCM desde
uma coluna de celite, quando purificadas previamente por coluna

/

de silica.

Outros métodos empregados na determinagao de ‘NAs,
tais como destilagao e extragdo direta por solvente e que utili-
zam detectores menos especificos, como o detector termoidnico de
chama alcalina (AFID) (HAVERY e col., 1978), apresentam maior
nﬁmero de etapas do tratamento e purificagéo da amostra sendo,
portanto, mais demorados e dispendiosos do que o método desenvol

vido no presente trabalho.
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FIGURA 10- Distribuigdo das nitrosaminas em diversas fragoes

eluicao:

eluado de uma coluna de alumina. Solvente de

NDMA: nitrosodimetila

diclorometano-pentano (1:1 v/v).
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- Distribuigao das nitrosaminas em diversas fragdes do
eluado de uma coluna de silica gel 60. Solvente de
eluigdo: éter etIlico 4% em diclorometano. NDMA: ni-
trosodimetilamina; NDEA: nitrosodietilamina; NDPA: ni
trosodipropilamina; NPIR: nitrosopirrolidina.
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FIGURA 12 - Cromatograma de um extrato de bacon purificado por co
luna de silica gel 60. Injecdo: 1 L. Condigoes do

cromatdografo: 10712

A/mV, atenuagao 8. Temperatura do
detector; 250°C; Temperatura do injetor, 2000°C; Tempe
ratura da coluna: programagao de 100 a 200°C, 4°C/min.

Identificagao dos picos: l. nitrosodimetilamina;
2. nitrosodietilamina; 3. nitrosodipropilamina, 4. ni-

trosopirrolidina; 5. compostos ndo identificados,
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3. IDENTIFICAGAO E CONFIRMAGAO DA IDENTIDADE DAS NITROSAMINAS

Os tempog je retengao correspondentes ds NAs padrdes
NDMA, NDEA, NDPA e NPIR foram de 2; 3; 6 e 12 minutos respectiva-

mente.

Na Figura 13 estao apresentados os cromatogramas obti
dos a partir de solugoes padrdes irradiadas.com luz UV durante
trés diferentes intervalos de tempo. A fotodecomposigcao das NAs
tem sido utilizada na identificagao destes compostos. DOERR e
FIDDLER,em 1977, e HOTCHKISS e VECCHIO em 1983, irradiaram NAs
até desaparecimento do pico correspondente no crdmatograma obtido.
CUCCO em 1981 confirmou a presenga de NAs no ar e fumo de cigarro
irradiando com lﬁz UV} em meio aquoso, as nitraminas produzidas a
partir das NAs presentes nas amostras estudadas. O autor determi
nou as curvas de degradagao para dimetil e dietilnitramina, nas
Quais baseou a identificagdao das NAs. A fotodegradacio das nitra
minas eesse meio apresentou uma fungao logaritmiéa em relagao ao

i

tempo de irradiagao.

Na Figura 14 esta apreseﬁtado o iogaritmo da porcenta
gem de nitrosamina residual em fungdao do tempo de irradiagao para
céda um dos padroes testados. As inclinagdes calculadas foram de
0,030 -0,026; -0,030 e —0,030 respectivamente para NDMA, NDEA,
NDPA e NPIR. Os valores obtidos indicam, utilizando DCM como sol
vente, que as quatro NAs possuem velocidades de fotodegradagéo se

melhante.

4. CURVAS DE CALIBRAGAO E CALCULO DA CONCENTRACAO DAS NITRO SAMINAS

As curvas de calibragao obtidas para NDMA e NPIR uti-

lizando padroes internos estdo indicadas na Figura 15. As incli-
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RESPOSTA DO DETECTOR

SRR

12
TEIMPO {(minutos)

W ———

0 6 12 O 12
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FIGURA 13 - Efeito da irradiagao de nitrosaminas com luz ultra vio-
leta. 10712 A/mV, atenuagao 8. Identificagao dos picos:

1. nitroéodimetilamina (3,0 ng); 2. nitrosodietilamina
(3,5 ng); 3. nitrosodipropilamina (4,0 ng);4nitrosopir-
rolidina (9,0 ng). Tempo de irradiagao dos cromatogramas:

A: tempo zero; B: 15 minutos; C: 60 minutos.
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nagdes calculadas para NDMA foram de 1,73 e 2,94 e para NPIR, fo-
ram de 0,36 e 0,60 usando-se, para ambas NAs, os padrOes internos
NDEA e NDPA respectivamente. Estas inclinagdes foram os fatores
de resposta utilizados no cdlculo das NAs segundo a fdrmula ‘apre-

sentada na seccao 2.2.8,

5. RECUPERAGAO DE NITROSAMINAS EM BACON E LINGUICA

A estimagao da porcentagem de recuperagao do método
utiliéado foi calculada em base & recuperagao de NDEA e NDPA. Isto
foi devido a quantificagdo de NDMA e de NPIR ter sido feita pelo
método da adigdo de padrdo interno e também devido 4 inexisténcia
desses padroes nos tipos de amostras analisadas. Na Tabela 2 es-
tao apresentadas as concentragOes obtidas de ambos padrdes nos ex-
tratos das sete amostras de bacon e seis de linguicga indicadas na
segao 2.2.9., com as respectivas porcentagens de recuperagao.

f\ Os valores obtidos no método original por PENSABENE e
kcol. eﬁ 1982, utilizando o detector TEA, para a recuperagao de
NDEA em bacon éstéo na féixa de 70 - 77%, os gquais comparam-se fa-
voravelmente aos encontrados neste estudo (73%) para O mesmo tipo
de amostrg./ Porém, em amostras de linguiga, a recuperagao para a

mesma nitrosamina resultou ser de 87%.

o Resultados divergentes daqueles publicados por PENSABENE
e col. (1982) foram obtidos neste estudo para o padrio NDPA para o
qual, no trabalho mencionado, ni3o .foi obtida a sua recuperagao. No
entanto, nossos resultados coincidem com aqueles publicados por
HAVERY e col., em 1982 e 1984. Estes autores utilizaram a coluna

de celite na determinagdo de NAs em leite em p5 desengor-
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TABELA 2 - Recuperagéo de nitrosodietilamina (NDEA) e nitrosodi- .

propilamina (NDPA) em amostras de bacon e linguiga.*

ne de amostras BACON LINGUICA
NDEA : NDPA: 'NDEA NDPA
(ng/uL) . (ng/uL) (ng/uL) (ng/uL)
1 0,25 0,25 0,28 0,34
2 - " 0,22 0,11 0,32 0,37
3 . 0,28 0,38 0,25 _ 0,31
4 . 0,19 0,23 0,19 _—
5 0,21 0,30 0,20 0,33
6 0,17 0,21 0,33 0,40
7 0,25 0,39
média 0,22 0,27 0,26 0,35
recupefagéo**(%) 73,3 67,5 86,7 87,5

* As concentragOes inicialmente adicionadas de NDEA"e NDPA foram

0,3»ng/uL e 0,4 ng/uL respectivamente.
/
** Porcentagem de recuperagao calculada em base & média dos valo-

res obtidos para cada padrao.
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durado e malte. Na primeira ocasidao os autores trabalharam com
uma mistura de quatorze NAs dentre as quais NDPA, a qual foi uti-
lizada posteriormente como padrao interno na determinagdo de NAs
em malte. A diferenga entre estes tipos de amostras e o
bacon esta no contetdo de gordura, que nao foi separada por PENSA-
BENE no método original'ERRC. Ensaios preliminares realizados no
presente trabalho demonstraram que a colung de celite & facilmen-
_te‘saturada pela gordufa presente nas amostras. De fato, nao foi
possivel aplicar este método na determinacao das NAs presentes na
fragao gordurosa do bacoﬁ, sendo esta uma das razoes pela.qual a
determinacgao foi realizada unicamente na parte magra das amostras.
Esta diferenca na capacidade de retencao das NAs por parte da co-
luna de celite devido a presenca de gordura, pode explicar também
a maior recuperagao de NDEA e NDPA em linguiga (87%), amostra es-
ta menos gordurosa que o bacon e da qual se obtiveram extratos

mais limpos.

~

;
6. REPRODUTIBILIDADE DA DETERMINACAO DE NITROSAMINAS
Na Tabela 3 estao apresentados os resultados obtidos
, _ .
no estudo da reprodutibilidade na determinagcao de NDMA e NPIR em
/ .
amostras de bacon e linguiga, usando-se dois padroes internos para ca

da nitrosamina.

Os resultados obtidos indicam que a utilizagao de NDEA
e NDPA como padroes internos na determinagéoide NPIR apresentou
uma variagao maior em bacoh (CV 24%) do que em linguiga (CV 183).
Para as amostras de linguicga, a relagdo de alturas para NDMA e
NPIR usando-secomo padrao interno NDPA, apresentou menor  variagao

do que quando foi usada NDEA. PENSABENE e col. (1982) sugeriram
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que as variagoes na homogeneidade do empacotamento da coluna de
celite influi na reprodutibilidade do método, tendo os autores re

portado CV de até 23%.

7. IDENTIFICAGAO DAS NITROSAMINAS POR CROMATOGRAFIA EM CAMADA DEL

GADA
7.1. Separagao e detecgao

Os valores de Rf obtidos para NDMA, NDEA, NDPA e NPIR
estao reunidos na Tabela 4. O uso da cromatografia em camada del
gada mostrou-se eficaz na separacao das NAs estudadas para os
dois tipos de solventes testados. VA??NDHARA e col., 1975 ob-
tiveram valores de Rf similares para NDMA e NDEA separadas em Cro
matoplacas de silica gel neutra uﬁilizando hexano-éter-DCM (4:3:2).
. Do mesmo modo, os valores obtidos para os dois solventes testados

compardh-se favoravelmente com aqueles publicados por SEN e col.

/
/

1969, e por GUNATILAKA, 1976 .

Na detecgao das NAs, o revelador de ninidrina revelou
manchas amarelas nos extratos nao purificados o que dificultou a
identificaééo das mesmas. Isto pode ter sido devido a presencga
de aminas no.extrato, as quais reagem com ninidrina produzindo re
sultados falso-positivos. Efeitos interferentes, porém de menor
intensidade, também foram verificados quando as cromatofolhas fo-
ram reveladas com o reagente de Griess, possivelmente devido a

reagao entre as substidncias que formam o reagente e algumas impu-

rezas presentes no extrato.

O limite de detecgao das NAs, quando utilizada croma-

tografia em camada delgada, variou em fungao do revelador emprega
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TABELA 4. - Valores de Rf de nitrosaminas sobre cromatofolhas de
silica gel 60 F254. Solvente: hexano-éter-diclorometa-
no nas proporgdes: A- 10:3:2; B- 4:3:2 Revelador: 0,3%

ninidrina em metanol.

NITROSAMINA VALOR DE Rf
A B
Nitrosodimetilamina 0,10 0,35
Nitrosodietilamina 0,26 . 0,56
Nitro;ééipropilamina ' 0,39 | 0,58
Nitrosopirrolina ' 0,08 ,A 0,41




do. No entanto, a utilizagao de ambos reveladores tem a vantégem
de aumentar o grau de certeza na identificagao desses nitrosocom-
postos. Isto €  devido ao fato de que uma resposta positiva
para ambos reagentes & somente possivel se o composto, apds irra-
diagao com luz UV, produzir simultaneamente amina secundiaria e ni
trito, o qual segundo CHOW e col., 1972 , & uma - caracteristica
das nitrosaminas. Na Tabela 5, estdo apresentadas as quantidades
minimas de NAs que puderam ser visualmente aetectadas quando fo—
ram usados os reveladores mencionados. Em geral o revelador de
ninidrina, embora apresentando;maior sensibilidade do que o ' rea-
gente de Griess, mostrou menor especificidade de detecgéo. Os ré
sultados obtidos sao bastante similares aqueles apresentados por
SEN e col., 1969 . Estes autores concluiram que a baixa sensibi
lidade da cromatografia em camada delgada para a determinacao de
NAs volateis, principalmente para NDMA, & devida i alta volatili-

dade desses compostos.

[‘\

i
/

8. CONTEODO DE NITROSAMINAS EM BACON

Na Tabela 6 indicam-se os valores obtidos né dosagem
de NDMA e/NPIR em quatro amostras de bacon, calculadas em base aos
padrOes internos NDEA e NDPA. Também esti apresentada a média dos
valores obtidos com ambos os padrdes, assim como os valores calcu
lados, levando-se em consideragdo que a parte muscular representa
70% do bacon. Os resultados obtidos neste trabalho, comparam - se
favoravelmente com aqueles apresentados na literatura (SCANLAN,
1983).

Segundo citacoes feitas por OWENS e KINAST, 1980, o)

contelido de gordura no bacon varia na faixa de 30 - 85% a qual,.
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TABELA 5 - Detecgao limite visual de nitrosaminas sobre cromatofo
lhas de silica gel 60 F254. Solvente: hexano-éter-diclo

rometano 4:3:2.

NITROSAMINA - MICROGRAMAS POR MANCHA
REAGENTE DE GRIESS - NINIDRINA
Nitrosodimetilamina : 1,0 -0,60
Nitrosodietilamina 0,7 0,20
Nitrosodipropilamina 0,5 0,30
f‘
/'/ '
Nitrosopirrolidina 0,2 0,05
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TABELA 6 - Contelido de nitrosodimetilamina (NDMA) e nitrosopirro-
lidina (NPIR) em diferentes amostras de bacon. Padroes
internos: 1. nitrosodietilémina (NDEA); 2. nitrosodi-

pfopilamina (ND?A).

NITROSAMINA AMOSTRAS
A B~ C _ D
1 2 1 2 1 2 : 1 2

ug de nitrosamina/kg de porgao muscular do bacon.

_ NDMA 62 85 59 67 66 59 ND ND
NPIR 160 180 15 11 70 100 87 . 148

Média dos valores obtidos com ambos padroes

/
NDMA 78,5 : 63 62,5 -
NPIR 170 113 85 117,5
» )
/
Valores correspondentes a ug/kg de bacon
NDMA 24 19 19 -

NPIR . 51 34 26 -

ND: nao detectada
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para os bacon analisados neste estudo, foi em média de 70%. A res
peito da distribuigao das NAs no bacon, a maior parte dos traba-
lhos tem sidd realizada na parte muscular. Poucos autores, den-
tre os quais GOUGH e col., 1976 e mais recentemente GRAY, 1981,
determinaram as concenfragGes de NDMA e NPIR mas distintas fragdes
de bacon. Esses autores concluiram que, em geral, as concentra-
¢oes de NPIR, a principal nitrosamina pesquisada nesse tipo ~ de
amostras, & duas vezes maior na parte adiposa do que na parte mus-
cular. Porém, os ultimos estudos realizados por HOTCHKISS e VEC-
CHIO, 1985, demonstraram que esta distribuigad é dependente da
temperatura utilizada na etapa de fritura. Temperaturas de 1709C,
similar 3 utilizada neste trabalho, produziram, em média, uma con-
centragao de NPIR duas vezes maior na parte magra em relagao a par
te gordurosa. Os niveis de NAs na porg¢do adiposa, mesmo que meno-
res dqueles existentes na porgdo muscular, ndo deixam de serem sig
nificativos, pelo grande contelido de gbrdura presente neste tipo
de amostras. Como consequéncia disto, os teores apresentados na
Tabelafg,bcorrespondentes a NDMA e NPIR em bacon, est3o provavel-

- mente subestimados.
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CONCLUSQOES

Dos resultados obtidos no presente trabalho, pode-se

concluir o seguinte:

1.

O detector termoidnico nitrogénio-fdsforo especifico (DNP), apre
sehta_linearidade e reprodutibidade de fesposta adequadas para
a analise de nitrosodimetilamiha (NDMA) , - nitrosodietilamina
(NDEA) , nitrosodipropilamina (NDPA) e'nitrosopirrolidina (NPIR),
nos niwﬁs em que esses nitrosocbmpostos podem ser . encontrados

nos alimentos.

O detector DNP pode ser'utilizado~na analise de amostras que
contenham NDMA e NPIR em concentragoes minimas de 10 e 20 ug/Kg

de alimento, respeétivamente.

O detector DN? nao possue especificidade suficiente para a ana

lise das nitrosaminas (NAs) presentes nos extratos de bacon e
P

linguiga obtidos da coluna de celite. Dos absorventes utiliza

dos na purificagao desses extratos, a silica gel 60 & mais efi

-

ciente do que a alumina.

O uso de NDEA e NDPA como padroes internos & adequado para a

qauntificagao de NDMA e NPIR em bacon e linguiga.

A decomposigao fotoquimica com luz ultravioleta das NAs, em
meio diclorometano, pode ser utilizada para a confirmagao da

identidade desses nitroso compostos.

Nas condigOes utilizadas no presente trabalho, os reveladores de
ninidrina e reagente de Griess nao possuem sensibilidade ‘'sufi

ciente para a detecgao de NDMA e NPIR em bacon e linguiga.
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