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Resumo

As nitrosaminas s&o uma classe de compostos que tém sido associados com
0 desenvolvimento de cancer em animais e humanos. Esses compostos estéo
presentes em meios com 0s quais a populagcédo entra em contato com frequéncia,
como 4gua, alimentos e medicamentos. Por esse motivo, é importante que sejam
propostos métodos confidveis, acessiveis e eficientes para identificar e quantificar
essas substancias em diferentes tipos de amostra. Neste trabalho, foram reunidas e
discutidas algumas propostas relacionadas ao desenvolvimento e validacdo de
métodos para analises de nitrosaminas publicadas a partir de 2011. Essa revisdo
demonstrou o amplo uso da espectrometria de massas como técnica de deteccao, e
de uma variedade de métodos de extracao. Ha espaco para o desenvolvimento de
metodologias que foquem principalmente na extracdo e analise de diferentes
nitrosaminas, tendo em vista a variedade de compostos dessa classe presentes no

cotidiano da populacdo e de suas caracteristicas fisico-quimicas.

Palavras-chave: Nitrosaminas, determinacdo, metodologia analitica, métodos de

extragao.



Abstract

Nitrosamines are a class of compounds which have been associated to cancer
development in animals and humans. These compounds are present in products that
people come into frequent contact with, such as water, food and pharmaceuticals. For
this reason, it is important to develop reliable, accessible and efficient methods for
identification and quantification of these in different types of samples. In this work,
proposed strategies were gathered and discussed in relation to the development and
validation of methods for nitrosamines analysis published since 2011. This review has
showed the broad use of mass spectrometry as a detection technique, and a variety
of extraction methods. There is need for the development of methodologies that focus
mainly in the extraction and analysis of different nitrosamines, considering the variety
of compounds from this class present at daily products and their different

physicochemical properties.

Key-words: Nitrosamines, determination, analytical methodology, extraction

methods.



Siglas e Abreviagbes

ANVISA Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

CFS Cromatografia com fluido supercritico

CG Cromatografia a gas

CL Cromatografia a liquido

CLAE Cromatografia a liquido de alta eficiéncia

ELL Extracao liquido-liquido

EM Espectrometria de massas

EMA Agéncia Europeia de Medicamentos (European Medicines Agency)

ESL Extracao sélido-liquido

FDA Administracao de alimentos e medicamentos (Food and Drugs Administration)
FSIS Servico de inspecgédo e seguranca de alimentos dos Estados Unidos da América

ICECLES  Concentragdo por congelamento ligada a um agitador extrator (Ice Concentration
Linked with Extractive Stirrer)

MEFS Microextragdo em fase solida
MELLD Microextragao liquido-liquido dispersiva
NAB NO-nitrosoanabasina

NAET Nitrosaminas especificas de tabaco
NANV N&o volateis

NAT NO-nitrosoanatabina

NAV Nitrosaminas volateis

NDBA N-nitrosodibutilamina

NDEA N-nitrosodietilamina

NDELA N-nitrosoetanolamina

NDIPA N-nitrosodiisopropilamina

NDMA N-nitrosodimetilamina

NDPA N-nitrosodipropilamina

NDPhA N-Nitrosodifenilamina

NHPRO N-nitrosohidroxiprolina

NMEA N-nitrosometiletilamina

NMOR N-nitrosomorfolina

NNK 4-(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-butanona
NNN NO-nitrosonornicotina

NPIP N-nitrosopiperidina

NPYR N-nitrosopirrolidina

NSAR N-nitrososarcosina

PDMS Polidimetilsiloxano

PIM Polimeros de Impresséo Molecular
QL Quimiluminescéncia

QUEChERS Rapido, Facil Barato, Efetivo, Robusto e Seguro (Quick, Easy, Cheap, Effective,
Rugged, And Safe)

SE Sem extracao



SS Sem separacao

SSLE Extracdo Liquido-Liquido sobre um suporte sélido (Solid Support Liquid
Extraction)

uv Ultravioleta
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1 Introducéo

1.1 Importancia e origem das nitrosaminas

As N-nitrosaminas sdo um grupo de compostos que possuem um grupo nitroso
ligado a um grupo amino. Esses compostos podem ser encontrados em diversos
meios como aguas, alimentos, materiais poliméricos (embalagens, brinquedos etc.) e
tabaco. Esse grupo tem sido relacionado ao desenvolvimento de cancer desde a
década de 50, sendo que mais de 90% dos compostos avaliados apresentaram acao
carcinogénica em modelos animais [1]. Como exemplo, a N-nitrosoetanolamina
(NDELA) possui agao carcinogénica em ratos e em hamsters, a N-nitrosomorfolina
(NMOR) em camundongos, hamsters e diversas espécies de peixe, e a N-
nitrosodietilamina (NDEA) e a N-nitrosodimetilamina (NDMA) mostraram-se
carcinogénicas em diversos animais, como ratos, coelhos, macacos, peixes, sapos,
cées e aves. As duas Ultimas estdo entre as mais potencialmente carcinogénicas para
humanos [1-4].

A carcinogenicidade € decorrente da ativacdo destes compostos no organismo
pelo citocromo P450, que as oxida em a-hidroxi nitrosaminas, que sdo moléculas de
alta reatividade e que sdo decompostas em alquildiazohidroxidos apds um curto
tempo de meia vida, equivalente a aproximadamente 5 s. Estes, por fim, provocam a
alquilacdo do DNA, formando adutos que podem gerar mutacbes capazes de
provocar o surgimento de cancer se relacionados as oncogenes ou genes
supressores de tumores [1-3]. A Figura 1 mostra esquematicamente, de forma
genérica, a sequéncia de reacdes que culminam na alquilacdo do DNA em

organismos Vivos.



Figura 1. Mecanismo de a¢&o das nitrosaminas mutagénicas no organismo.
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FONTE: Adaptada de [1].

As nitrosaminas séo produzidas por meio da reacéo de nitrosacéo, que envolve
compostos N-nitrosos formados por um nitrogénio secundario, podendo ser uma
amina, amida, peptideo ou alquil-ureia, e um agente nitrosante, principalmente
anidrido nitroso, tetréxido de dinitrogénio ou 6xido nitrico. A reacao é favorecida em
meio &cido, idealmente entre pH 2 e 4, o que possibilita que ocorra também no
estbmago humano. Esses compostos podem ser categorizados como volateis e ndo
volateis, sendo que apenas o primeiro grupo pode ser extraido por destilacdo a vapor
e analisado por cromatografia a gas, visto que as temperaturas de ebulicdo em geral
variam entre 100 e 300 °C [5]. Métodos como destilagédo, extracdo com solvente,
extracdo em fase solida e QUEChERS (quick, easy, cheap, effective, rugged, and
safe), que se traduz como rapido, facil, barato, efetivo, robusto e seguro, muitos dos
guais exigem grande quantidade de solventes, ja foram aplicados na extragdo desses

compostos [3,4].



2 Origem das nitrosaminas nos principais tipos de amostra

2.1 Tabaco

O tabaco é uma mistura que contém mais de 2000 substancias diferentes,
incluindo nitrosaminas volateis (NAV) e nado volateis (NANV) [32]. As nitrosaminas
especificas de tabaco (NAET) estao presentes em quantidades que podem variar da
ordem de mg g* a ng g* em produtos derivados do tabaco, como cigarros e liquidos
de cigarro eletronico. Algumas das NAETs mais comuns sé&o a NO-nitrosonornicotina
(NNN), NO-nitrosoanatabina  (NAT), NO-nitrosoanabasina (NAB) e 4-
(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-butanona (NNK), que sdo formadas a partir de
reacdes entre alcaldides e nitritos/nitratos. A NNN, a NAT e a NAB sao formadas nas
etapas de secagem e processamento do tabaco, a partir de suas aminas secundarias.
Por outro lado, a NNK é formada ao longo dos processos de cura e fermentagédo do
tabaco [6, 7].

As NAET séo altamente hidrofébicas, portanto, a fim de reduzir as emissdes
desses poluentes em corpos aquaticos, os extratos de tabaco s&o tratados
previamente ao descarte. Normalmente, as NAET sdo adsorvidas em materiais

porosos hidrofébicos, aproveitando-se da particdo dessa espécie entre as fases [7].

2.2 Alimentos

Os principais alimentos fontes de nitrosaminas sao as carnes processadas.
Sais de nitrito e nitrato sGo comumente adicionados as carnes no processo de cura,
pois inibem o crescimento de micro-organismos, como o Clostridium botulinum, que
€ o0 causador do botulismo. Além disso, esses compostos atribuem cor e aromas de
interesse para a comercializacdo desses produtos. Esses compostos, no entanto,

podem reagir com aminas formadas a partir da quebra de proteinas que ocorre



durante o preparo para formar N-nitrosaminas, principalmente NDMA, NDEA, N-
nitrosodibutilamina (NDBA), N-nitrosopiperidina (NPIP), e N-nitrosopirrolidina
(NPYR). A quantidade de nitrosaminas formadas pode variar desde a ordem de ng
kg* até g kg, dependendo do tipo de carne, das condi¢cbes de armazenamento, do
pré-processamento e da concentragcdo de sais de nitrito e nitrato [4,8].

Na década de 1970, a fim de reduzir a formacao dessas substancias, passou-
se a adicionar antioxidantes a esses produtos, tais como o tocoferol e o acido
ascorbico. Na década seguinte, devido aos altos teores encontrados de nitrosaminas
em alimentos, o servi¢co de inspecao e seguranca de alimentos dos Estados Unidos
da América (FSIS) passou a monitorar a presenca desses compostos [4]. Geralmente,
as determinagfes de nitrosaminas em alimentos apresentam efeitos de matriz e,
frequentemente, sdo encontrados baixos teores desses compostos, 0 que gera a
necessidade de incorporacdo de processos de separacao e extracdo nos métodos

analiticos visando ao aumento de seletividade e sensibilidade [9].

2.3 Amostras ambientais

No meio ambiente, as nitrosaminas podem ser majoritariamente formadas no
meio aquatico. Compostos sanitizantes, como Clz, Os, CIO2 e cloraminas, usados em
processos de tratamento de agua, podem reagir com a matéria organica ou com 0s
contaminantes presentes no meio provenientes de despejos industriais e agricolas,
formando nitrosaminas [10], como N-nitrosometiletilamina (NMEA), NDMA, NDEA,
NPYR, NDPA, NPIP, NDBA e NMOR. Esses compostos podem ser formados por
cloraminacéo, ozonizacao e cloracdo da matéria organica, sendo algumas reacoes

catalisadas por carvao ativado e incidéncia de radiacao.



A cloraminagdo é o mecanismo de maior importancia para a formacédo de
nitrosaminas em Aaguas tratadas. Nele, conforme demonstrado na Figura 2, a
dicloramina sofre um ataque nucleofilico por aminas desprotonadas, que podem ser
secundarias, terciarias, ou quartendrias, formando um intermediério alquilhidrazina
clorinada assimétrica, que é oxidado em seguida pelo oxigénio dissolvido no meio,
para formar a nitrosamina correspondente. A formacdo desses compostos é

influenciada pelo pH do meio, proporgéo entre cloro e amdénia e temperatura [10-12].

Figura 2. Mecanismo de formagé&o de nitrosaminas na dgua a partir de cloraminas.
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FONTE: Elaborado pelo autor.

A concentracdo de nitrosaminas em aguas para consumo apresenta limites
estabelecidos por agéncias reguladoras devido a sua acdo carcinogénica. A
organizacdo mundial da saude, através do guia para a qualidade de agua potavel
publicado em 2017 e o Ministério da Saude do Brasil, por meio da portaria GM/MS N°
888, de 4 de maio de 2021, determinam um limite de 0,1 ug L't de NDMA em aguas
[12,13-15]. Visto que é encontrada em concentragfes na faixa de pg L* ang L?, a
analise para quantificacdo de nitrosaminas em agua exige estratégias com alta
sensibilidade. Como a maioria dessas substancias sao polares, o preparo de
amostras pode se tornar um desafio porque isso dificulta a extracdo com solventes
organicos e com solidos com caracteristicas apolares normalmente empregados para
a extracdo de compostos organicos. Por esse motivo, os procedimentos utilizados

para essas analises por vezes demandam grandes quantidades de amostra,

consomem muito tempo, e apresentam alto custo [10,11].



A formagé&o de nitrosaminas também ocorre em solu¢gfBes de aminas usadas
na industria para a absorcao de CO2 em gases ap6s combustdo. Essas solu¢des sdo
capazes de absorver mais de 90% do CO2 emitido em processos industriais, porém,
apos varios ciclos de regeneracdo nos sistemas de captura de carbono, sao
degradadas de forma irreversivel, o que pode ocorrer por via oxidativa ou térmica. Os
oxidos de nitrogénio contidos nos gases também sdo absorvidos e geram nitrito no
meio. Devido a alta temperatura da solucado absorvedora, a nitrosacdo das aminas
pode ocorrer, produzindo N-nitrosaminas carcinogénicas que poderdo contaminar a

instalacdo de tratamento de gases e as aguas onde for realizado o despejo [16].

2.4 Farmacos

A presenca de N-nitrosaminas em preparagdes farmacéuticas tém causado
preocupacdo desde 2018, quando foram detectadas nitrosaminas, como N-
nitrosodimetilamina (NDMA), N-nitrosodietilamina (NDEA), N-nitrosodibutilamina
(NDBA), e N-nitrosodiisopropilamina (NDIPA), acima dos niveis permitidos em
produtos que atuam no controle da pressao arterial. No ano seguinte, foi também
detectada a presenca desses compostos em preparacdes contendo nizatidina,
ranitidina, e metformina [2]. Com isso, ocorreram diversas acfes ao redor do mundo
como o recolhimento de mercado de produtos de ranitidina pelo FDA, suspensao
desses medicamentos na Europa pela EMA e, especificamente no Brasil, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) ordenou a suspensédo da importacdo de
cloridrato de ranitidina de determinados fabricantes, além de terem ocorrido
interdicdes e recolhimentos voluntarios de lotes de medicamentos [17-19]. A formacéo
dessas substancias em medicamentos € atribuida aos solventes utilizados durante a

sintese do farmaco em condi¢des de pH e temperatura que favorecem as reacdes de



nitrosacdo. Além disso, a nitrocelulose presente em materiais usados para a
embalagem pode formar nitrosaminas. No caso da ranitidina, a formagéo ocorreu
devido a degradagdo durante o armazenamento, processo que foi acelerado em
temperaturas inadequadas para o armazenamento desse farmaco [2].

Em produtos bioldgicos, aqueles produzidos a partir de células vivas como
anticorpos monoclonais, insulina humana, fator anti-hemofilico, heparinas,
tromboliticos e citocinas, o risco de formacéao de nitrosaminas é baixo, no entanto ndo
€ possivel descartar ainda a possibilidade de sua presenca [20]. As chances de
existéncia desses compostos aumentam em produtos que possuem fragmentos
sintetizados quimicamente e excipientes compostos por agentes nitrosantes como
nitritos e nitratos, e que utilizam embalagens primarias contendo nitrocelulose [20].
Por esse motivo, a ANVISA recomenda que todos os fabricantes, distribuidores e
fracionadores de ingredientes farmacéuticos ativos, assim como fabricantes e
importadores de medicamentos, analisem o risco da presenca de nitrosaminas em
todos os seus produtos, e tomem medidas preventivas para evitar expor 0S

consumidores as quantidades acima do aceitavel destes contaminantes [2].

2.5 Produtos de Latex

As nitrosaminas podem estar presentes em produtos de latex tais como
chupetas, bicos de mamadeira, mordedores infantis, bexigas, brinquedos e
preservativos. Nesses produtos, os processos de vulcanizagcdo provocam a
nitrosacdo de aminas secundarias, presentes como aceleradores da vulcanizagao,
através de Oxidos de nitrogénio oriundos da atmosfera [21,22]. Tais produtos séo
muito utilizados na rotina das pessoas, e frequentemente entram em contato com

fluidos corporais, pele e outros tecidos. Além disso, com 0 armazenamento e uso, as
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nitrosaminas migram para a superficie desses produtos, aumentando o risco de
exposicao. Por esses motivos, os niveis desses contaminantes séo regulados nesses
produtos, o que gera a necessidade de métodos eficientes de extracdo e analise de

migragao de nitrosaminas em materiais de latex [21, 22].
3. Dados sobre a analise de nitrosaminas

Através de busca nas bases de dados Scopus e Web of Science, foram
encontrados 38 artigos (a partir de 2011) acerca do desenvolvimento ou validacéo de
métodos de determinacdo de nitrosaminas em diferentes tipos de amostras. As
Figuras 3 e 4 resumem esses dados, mostrando que as publicacfes tiveram um pico
em 2012, uma queda por 4 anos e voltaram a crescer desde 2017, enquanto as

citacdes apresentaram consideravel crescimento nos ultimos 10 anos.

Figura 3. Numero de publicagdes visando a analise de nitrosaminas, que foram encontradas

utilizando as principais palavras-chave: nitrosamines, analysis, detection e determination.
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FONTE: Elaborado a partir de dados das bases Scopus e Web of Science.
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Figura 4. Numero de citacbes de trabalhos visando a analise de nitrosaminas.
160
140
120

100

80
60
4
-l
| :

201020112012201320142015201620172018201920202021 2022

CitacOes

o o

o

FONTE: Elaborado a partir de dados das bases Scopus e Web of Science.

A Figura 5 mostra como as aplicacbes foram baseadas nas diferentes
amostras (Fig. 5a), no preparo de amostras (Fig. 5b), nas técnicas de separacao (Fig.
5c) e nas estratégias para deteccdo, geralmente apds a separacdo cromatografica
(Fig. 5d). Houve aplicagcdes em uma grande diversidade de amostras, porém a maioria
dos estudos foram realizados com amostras de agua (34 %), alimentos (26 %) e
farmacos (10 %), devido a relevancia dessas amostras no cotidiano das pessoas e a
susceptibilidade a formacao de nitrosaminas.

Considerando a necessidade do preparo de amostras para pré-concentracao
e minimizacao de interferéncias para a determinacao de nitrosaminas, diversos tipos
de extracdo liquido-liquido (ELL) tém sido aplicados para amostras farmacéuticas,

alimenticias e ambientais. Dos trabalhos considerados, 21 % utilizaram esse tipo de

12



extracdo, representando parte expressiva das produgdes cientificas relacionadas ao
tema. Entretanto, a extracdo em fase solida tem sido a estratégia mais explorada na
Gltima década para as andlises de nitrosaminas em diferentes tipos de amostras,
tendo sido utilizada em 63 % dos artigos selecionados, possivelmente devido a maior
gama de materiais que apresentam altas eficiéncias de extragcdo de nitrosaminas
polares.

A maioria dos procedimentos analiticos utilizaram técnicas de separacao para
a determinacé&o de nitrosaminas. Dos trabalhos considerados, apenas um deles [23]
ndo explorou separacdes analiticas para a determinacdo de nitrosaminas. Em
especial, prevaleceram os trabalhos que utilizaram a cromatografia a gas (55 %)
devido a volatilidade de diversas nitrosaminas. Quanto a deteccdo, constatou-se a
predominancia da espectrometria de massas (71 %) em relacdo a espectroscopia
(7,9 %). Apesar de trazer informagdes de muita relevancia, os espectrometros de
massas apresentam altos custos de manutencdo e aquisicdo em relacdo aos
espectrofotdmetros, por exemplo. Isso pode desincentivar o seu uso em laboratoérios
de controle de qualidade. Alguns procedimentos para determinac&o de nitrosaminas
bem como o preparo de amostras serdo discutidos mais detalhadamente em sec¢des

posteriores.
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Figura 5. PublicagGes visando a determinacao de nitrosaminas classificadas de acordo com (a) o tipo de amostra, (b) estratégias de preparo de amostra, (c)

técnicas de separacdao e (d) tipos de detectores utilizados apos a separagéo. Abreviacdes: CG: cromatografia a gas, CL: cromatografia a liquido, CFS:

cromatografia com fluido supercritico, ELL: extracao liquido-liquido, EM: espectrometria de massas, ESL: extracdo sélido-liquido, QL: quimiluminescéncia,

SE: sem extracao, SS: sem separacao, UV: ultravioleta
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4 Procedimentos analiticos para a determinacdo de nitrosaminas

4.1 Estratégias para a determinacdo de nitrosaminas

A distribuicdo das publicagBes com relacdo as técnicas analiticas utilizadas
para determinacgdo das nitrosaminas, bem como as estratégias para deteccao, estdo
apresentadas nas Figuras 5c e 5d. Os detectores quimiluminescentes geralmente
proporcionam maior sensibilidade para as determinacées de compostos organicos
(limites da ordem de pg L) [24]. No caso da CG, um detector quimiluminescente para
compostos nitrogenados permitiu a deteccdo de baixas concentracdes apds as
separagbes cromatograficas. Normalmente, o0 mecanismo envolve a
qguimiluminescéncia produzida pela liberacéo de energia por grupos NO2 apGs serem
excitados. A operacdo do detector a altas temperaturas (geralmente entre 350 °C e
500°C) permite seu uso apés separacdes por CG das nitrosaminas. Nesses trabalhos,
foram obtidas recuperacdes bastante adequadas dos analitos, o que indicou minimos
efeitos de matriz, e baixos limites de deteccado e quantificacéo, na faixa de 1,54 a 6,04
pg para NDMA, NDEA, NDPA, NPYR, NPIP e NDBA. Adicionalmente, o coeficiente
de variacao foi <10% (n=3) [25]. Outro estudo utilizou a mesma estratégia para a
determinacdo de nitrosaminas obtendo, da mesma forma, alta sensibilidade para a
determinacao de 14 tipos de nitrosaminas em poeira residencial, incluindo os seis
analitos citados acima. Nesse caso, limites de deteccdo entre 2,5 e 14,2 pg kg* e
coeficiente de variagdo < 8% (n=5) foram observados [26].

Apesar das vantagens, os detectores por quimiluminescéncia pds-coluna sao
pouco versateis, visto que em um laboratorio de controle de qualidade é desejavel
gue um equipamento atenda as determinacdes de diversos analitos. Por esse motivo,

0s espectrometros de massa tém sido mais amplamente explorados [22] tendo em
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vista a maior versatilidade da instrumentacao. Diversos trabalhos buscaram aprimorar
métodos de andlise de nitrosaminas por espectrometria de massas ap0s separagdes
cromatograficas. Em alguns casos, através do uso da ionizagcdo por impacto de
elétrons (IE) foram obtidas bandas cromatogréficas com baixa resolugéo [27,28],
tornando dificil a separacdo analitica, além de sensibilidade inadequada. Por esse
motivo, outras estratégias de ionizacdo foram exploradas [27,28]. Os artigos
publicados na ultima década apresentaram limites de detec¢cdo principalmente na
faixa de pg kg, com alguns métodos fornecendo limites de quantificagdo na ordem
de ng kg*. Foi proposto um procedimento que utiliza a ionizagdo por impacto de
elétrons otimizada para aumentar a sensibilidade de cromatografia a gas acoplada a
um espectrometro de massas triplo quadrupolo na determinacdo de oito diferentes
nitrosaminas em agua de torneira. Nesse trabalho, foram estimados limites de
deteccédo entre 0,4 e 4,0 ng L%, com coeficiente de variagcdo de até 19% para agua de
torneira e de até 10% para amostras de efluente tratado. Através desse procedimento,
foi possivel identificar e quantificar as nitrosaminas com alta frequéncia analitica, com
um tempo de 14 minutos para realizacdo de uma determinacdo, e minima
interferéncia, sendo os picos cromatogréficos facilmente identificados [28].

Além dos trabalhos que utilizaram separacdes baseadas em cromatografia a
gas, 40 % utilizou cromatografia a liquido para as separacodes, sendo a maioria pela
cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE). No caso da CG, as amostras
analisadas foram geralmente preparacdes farmacéuticas [29,30], cosméticos [31],
aguas [10,28,32-35], bebidas [34], carnes [4,25,27,36,37], peixes [38,39], vegetais
[25] e derivados do latex [21,22]. Por outro lado, a CLAE foi majoritariamente utilizada
nas analises de aguas [35,40-44], sendo uma pequena fracdo dedicada a analise de

alimentos [9], e liquido de cigarro eletrénico [6] e a CL em farmacos [45], cosméticos
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[46,47], agua [16] e alimentos [8,48]. A escolha da técnica de separacdo néo foi
baseada na natureza dos analitos, visto que aqueles analisados por CLAE também
apresentam pontos de ebuligéo suficientemente baixos para o uso de CG.

Um dos trabalhos publicados prop6s uma alternativa para a determinagéo de
nitrosaminas sem separac¢des cromatogréaficas [23]. A determinacdo de nitrosotiois e
nitrosaminas pouco volateis foi realizada em produtos carneos apdés a
desproteinizacédo das amostras e extracao dos analitos em meio alcalino. Os extratos
foram submetidos a irradiacdo UV (A = 254 nm) para promover a quebra das ligacdes
N-NO e S-NO das nitrosaminas e nitrosotiois, respectivamente, gerando ions nitrito e
nitrato. Esses anions foram quantificados utilizando derivatizacdo quimica com o
reagente de Griess (composto por sulfanilamida e cloridrato de N-(1-
naftil)etilenodiamina) seguida da medida espectrofotométrica. Nesse trabalho, a
fracdo inorganica de nitrito e nitrato também foi quantificada para evitar interferéncia
nas andlises das nitrosaminas. Além disso, a determinacéo seletiva de nitrosotiois foi
proposta com base na reacdo com HgClz, que causa a quebra das ligacdes S-NO.
Dessa forma, esse grupo de compostos foi diferenciado dos demais através da
subtracdo entre os teores de compostos nitrosos totais e nitrosotidis. Isso forneceu

informagdes mais detalhadas sobre a composi¢cdo da amostra.

5 Preparo de amostras para extracdo de nitrosaminas

Geralmente, as nitrosaminas encontram-se em baixas concentracdes nas
amostras. Além disso, a complexidade das matrizes faz com que sejam necessarias
etapas de limpeza para minimizar interferéncias nas determinacdes. Sendo assim, €

comum que sejam aplicadas estratégias de preparo de amostras baseadas em
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interacdes sdlido-liquido e liquido-liquido previamente a determinacdo de
nitrosaminas.

O preparo de amostra de alguns procedimentos foi mais simples, utilizando,
por exemplo, a extracdo dos analitos de um sélido para um solvente, como metanol,
através da agitacdo vigorosa da mistura por vértex seguida da centrifugacdo ou
filtracdo, como para amostras de preparagdes farmacéuticas e de alguns alimentos.
[23,30,45,49]. Em alguns casos, como na determinagéo de nitrosaminas em tabaco
[6], a extracdo assistida por ultrassons garantiu maior eficiéncia de extracao,
evidenciada pelas recuperacdes > 87 %. Por outro lado, amostras mais complexas
exigem preparo de amostra com mais etapas explorando, por exemplo, extracdes
liquido-liquido e em fase solida.

No ambito das extracdes liquido-liquido, um estudo bastante aprofundado
avaliou varios aspectos relacionados ao preparo de amostras para a determinacdo de
nitrosaminas em produtos carneos [8]. Inicialmente, foi proposto o uso da acetonitrila
para extracdo das nitrosaminas e precipitacdo das proteinas. Entretanto, os analitos
mais polares apresentaram baixa recuperacdo (mesmo aplicando uma segunda
extracdo com acetonitrila). A eficiéncia de extracdo aumentou com a adi¢ao de acido
formico, principalmente de N-nitrosoaminoacidos. Isso ocorreu devido a protonagao
dos analitos na presenca do acido férmico (que alterou a acidez do meio), o que
diminuiu a frac&o de nitrosaminas ligadas aos grupos amino desprotonados na matriz
[8]. A seguir, o extrato foi congelado para a remocao de lipideos que poderiam
interferir nas analises, uma vez que lavagens com heptano foram avaliadas e
consideradas ineficientes para esse fim. A acetonitrila foi removida sob fluxo de N2 e
os extratos finais foram dissolvidos em mistura agua:acetonitrila para melhorar a

resolucao dos picos cromatograficos de nitrosaminas polares, como NHPRO e NSAR.

18



Essas etapas demonstraram a complexidade do preparo de amostras para a
determinacao de nitrosaminas, 0 que exige a busca por alternativas mais simples para
a quantificagdo. Das 16 nitrosaminas avaliadas, o procedimento permitiu a
quantificacéo de 13 delas, com limites de deteccédo estimados entre 0,2 e 18 ug kg™,
recuperagdes entre 50% e 130% e coeficientes de variagao < 23% [8].

Uma alternativa moderna para o preparo de amostras é a extracdo liquido-
liquido sobre um suporte sélido (SSLE, do inglés, solid support liquid extraction), que
se baseia no uso de um material sélido inerte que adsorve a amostra liquida e seus
componentes. Isso cria uma camada fina de amostra que, a seguir, entre em contato
com o solvente extrator para a remoc¢ao do analito [50]. As potencialidades dessa
estratégia foram exploradas no preparo de amostras para a determinacdo de N-
nitrosopiperazina em aguas residuais. Nesse trabalho, foram observadas
recuperacdes de até 50%, o que pode ser considerada razoavel visto que foi feita a
determinacdo em niveis traco de nitrosaminas nas amostras. Para o preparo, foi
utilizado um cartucho de terra de diatomacea, que € obtido a partir de algas
fossilizadas revestidas em silica. Diclorometano foi empregado como solvente de
extracdo. A determinacao foi realizada por cromatografia a liquido com interacéo
hidrofilica e deteccéo por espectrometria de massas. Esse procedimento permitiu
atingir um limite de deteccéo de 0,10 pg L* com coeficientes de variacdo < 5,0% [16].

A microextracao liquido-liquido dispersiva (MELLD) também foi explorada para
a determinacdo de nitrosaminas [29]. Essa estratégia € baseada no uso de um
solvente dispersor soluvel nas fases aquosa e organica, provocando a formacgéao de
microgotas do extrator, favorecendo a sua dispersdo e aumentando a superficie de
contato para a extracdo. A mistura contendo os solventes dispersor e extrator é

injetada na amostra e o equilibrio é atingido rapidamente, permitindo uma extracao
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rapida, eficiente e com baixo consumo de solventes orgéanicos [51]. A determinacao
de N-nitrosaminas em medicamentos para o tratamento de Ulceras foi realizada por
CG-MS apos a extracdo por MELLD [29]. Foram obtidos limites de quantificagcao entre
0,21 a 21 ng g a depender da N-nitrosamina e coeficientes de variacdo < 12%
(n=27). O preparo de amostra envolveu o uso de apenas 500 pL de metanol e 150 uL
de cloroférmio, que foram misturados com um extrato dos analitos obtidos com agua.

Para permitir a extragdo de compostos mais apolares e evitar 0 uso de
solventes organicos, procedimentos da literatura propuseram a extracdo de
nitrosaminas com &gua pressurizada a quente [9,26]. As altas pressbes e
temperaturas permitiram a remocao de nitrosaminas de polaridade intermediaria e
hidrofébicas de amostras sélidas de alimentos [9] e de poeira doméstica [26]. De
gualquer forma, no primeiro caso, o extrato foi submetido a uma etapa de MELLD
para pré-concentrar os analitos e minimizar interferéncias, como uma alternativa
rapida e de baixo custo. A seguir, esse extrato foi misturado com acetonitrila e o
solvente extrator n-octanol foi adicionado ao meio para realizar a pré-concentracédo
dos analitos. A quantidade recomendada de solvente foi de 1 parte para 14 partes de
amostra. Por exemplo, se for utilizado 5,0 mL de amostra, recomenda-se utilizar
aproximadamente 360 pL de solvente extrator. Apds o preparo de amostras, as
nitrosaminas foram determinadas por CLAE utilizando deteccao na regido UV, sendo
estimados limites de detecc¢édo entre 80 e 550 ng g e coeficientes de variacdo < 13%
(n=5) [9].

Os extratos de poeira doméstica foram analisados por CG através da
transferéncia dos analitos para acetato de etila e utilizando detector de
guimiluminescéncia para compostos nitrogenados, sendo estimados limites de

deteccdo e coeficiente de variagdo em 16 ng g* e < 8% (n=5), respectivamente.
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Minimos efeitos de matriz foram observados, uma vez que as recuperagdes foram de
aproximadamente 80%.

Procedimentos visando a determinagdo de nitrosaminas polares foram
propostos. Nesse caso, a extracdo com acetonitrila e sais inorganicos, como Na2S0Oa,
foram eficientes para o preparo de amostras de peixes [39] e cosméticos [31]. As
recuperacdes durante a extracao foram estimadas entre 77 e 113%, o que pode ser
considerado excelente visto os baixos teores de nitrosaminas nas amostras de peixes
[39]. A técnica também foi utilizada com sucesso para o preparo de amostras de
cosmeéticos, com o0 uso de uma etapa de dispersdo da amostra em agua previamente
a extracdo com acetonitrila. Isso permitiu remover impurezas que causavam
sobreposicdo de bandas cromatogréficas, sendo observadas recuperacdes entre
96% e 117% para treze nitrosaminas [31].

No caso das extracdes em fase sélida, materiais sélidos carbonaceos, como o
carvao, foram empregados para a extragdo das nitrosaminas [28, 32]. Entretanto,
esse tipo de suporte propicia baixa eficiéncia para a extracdo de moléculas de baixo
peso molecular como NDMA, NMEA e NPYR por apresentarem baixo indice octanol-
agua, o que indica a sua alta solubilidade em agua [28]. Além disso, nitrosaminas
menos polares, como NDEA, NPIP, NDPA, NDBA e NDPhA apresentaram
dificuldades durante a eluicdo devido a forte interagdo com a fase solida [32].

A microextracdo em fase solida (MEFS) foi utilizada para o preparo de
amostras visando a determinacdo de nitrosaminas [21,32,34] empregando materiais
a base de carbono. O carvao mesoporoso ordenado CMK-3 é um material composto
de carvao com superficie modificada por oxidacdo, o que gera grupos hidroxila e
carbonilicos que permitem a interacdo com algumas espécies quimicas de forma

diferenciada. Esse material demonstrou boa eficiéncia para a retencdo de
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nitrosaminas de baixa massa molecular e com diferentes polaridades, possibilitando
a sua aplicacdo a amostras de aguas [29]. Alternativamente, o recobrimento de
polidimetilsiloxano (PDMS) com carboxeno também foi explorado e apresentou
resultados promissores para o preparo de amostras de produtos de latex e bebidas
por MEFS [21,34].

Alternativamente aos materiais baseados em carvao, o desenvolvimento de
polimeros de impressdo molecular (PIM) permitiu obter altos valores de recuperacao
(entre 93 % e 107 %) apos a extracao de nitrosaminas de baixa polaridade presentes
em &aguas e bebidas para posterior quantificacdo por CLAE-EM/EM [28,40]. Essa
estratégia pode ser classificada como uma MEFS, que tem se mostrado uma
alternativa simples, rapida e com consumo minimo de solventes organicos para o
preparo de amostras com o desenvolvimento de novos materiais, o que a torna uma
ferramenta poderosa para a extracao de nitrosaminas. As extracdes em fase soélida
baseada em procedimentos QUEChERS séo tradicionalmente utilizadas nas analises
de pesticidas em alimentos, porém também foram aplicadas para a determinacédo de
nitrosaminas, demonstrando boas recuperacdes (> 80%) em amostras de alimentos
e limites de detecgdo na ordem de ng g* [4,38].

Uma aplicagéo para a determinacao de nitrosaminas interessante foi baseada
na técnica denominada ICECLES ( do inglés, Ice Concentration Linked with Extractive
Stirrer) para determinacdo de nitrosodipropilamina (NDPA) em aguas [10]. Nesse
preparo, foi utilizada uma combinagcdo de pré-concentragcdo por congelamento e
extracdo por barra de agitacdo sortiva. A amostra foi progressivamente resfriada ao
mesmo tempo em que ocorreu a agitacdo da amostra e absor¢cdo do analito sobre
uma barra magnética revestida com PDMS. A técnica revelou-se vantajosa

especialmente na extracdo de analitos volateis e polares, uma vez que o resfriamento
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impediu a volatilizacdo dos analitos e a barra apresentou afinidade por essas espécies
devido ao revestimento com PDMS. Nesse trabalho, bons valores de recuperacéo
foram obtidos e foi possivel a quantificacdo de NDPA em agua potavel na ordem de
2.0 ng Lt com um limite de deteccéo de 0,2 ng L.

Em alguns casos, a remocao de espécies ibnicas foi necesséaria para a
determinacdo de nitrosaminas. Um procedimento explorou a separacdo das
nitrosaminas por CLAE com derivatiza¢do p6s-coluna dos analitos, que passaram por
um fotorreator para gerar peroxinitritos. Esses compostos foram responséaveis pela
oxidacao do luminol (adicionado pés-coluna) para se obter uma resposta por
quimiluminescéncia [44]. Nesse caso, uma coluna de troca i6nica foi necessaria para
a remocao de espécies interferentes na reacdo que poderiam ser co-eluidas. Nesse
sistema, quatro nitrosaminas hidrofilicas foram determinadas sem a necessidade de
pré-concentracdo, apresentando boas recuperacfes (86 a 121%), e limites de

deteccédo entre 0,09 ng L e 0,47 ng Lt em aguas naturais.

6. Conclusdes e tendéncias

A presenca de nitrosaminas em produtos com 0s quais as pessoas entram em
contato cotidianamente € um assunto que tem ganhado relevancia dado o potencial
cancerigeno de tais compostos. Por esse motivo, diversas alternativas tém sido
propostas para a quantificacdo desses compostos. Essa tarefa pode ser desafiadora,
pois as nitrosaminas sdo uma classe de substancias com variadas polaridades,
volatilidade e peso molecular, fatores que devem ser levados em consideracdo na
escolha ou desenvolvimento de um método para analise. Além disso, deve ser levada
em consideracao a matriz de amostra, que pode ser complexa como nas analises de

alimentos e agua.
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Dessa forma, a espectrometria de massas tem sido o método de detec¢ao mais
utilizado devido a sua versatilidade, apesar da menor sensibilidade para estes
compostos quando comparada a quimiluminescéncia. Porém, considerando o custo
da técnica, o desenvolvimento de métodos que permitam bons resultados através de
outras técnicas analiticas seria de grande vantagem para a industria. Também tem
sido explorados diferentes métodos de extracdo, etapa importante devido a baixa
concentracao que essas substancias geralmente apresentam nas amostras, tornando
necessaria, em muitos casos, uma etapa de pré-concentracao. Outro desafio da-se
guando o objetivo € realizar a determinacdo simultdnea de mdltiplos compostos,
envolvendo nitrosaminas de diferentes polaridades e pesos moleculares. Ha, assim,
espaco para a exploracdo de metodologias de extracdo, bem como diferentes
materiais para extracdo em fase sélida, que possam permitir ampla aplicacdo nessas
analises, considerando também fatores como a acessibilidade em relacdo a custos e
a geracdo de residuos dos procedimentos, buscando a diminuicdo do uso de

solventes organicos.
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