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INTRODUGAC

Nitrosaminas (NAs) s30 compostos organicos de for-
mula estrutural Rl R2 N-N=0 onde R1 e R2 podem ser grupos al-
quila, arila ou parte de um anel. Estes compostos resultam da
nitrosagao, preferencialmente em meio acido e principalmente
de aminas secundarias, pela ag¢do de agentes nitrosantes como
cloreto de nitreosila, anidrido nitrosc e ion nitronio, entre
outros.

Pelo fato das reagoes de nitrosag¢io ocorrerem no ar,
solo, agua e alimentos, as NAs se apresentam como um contaminan
te amplamente distribuido no meio ambiente.

Grande numero de trabalhos tem sido publicado a res-
peito das NAs, abordando o5 seguintes aspectos: 1. Meétodos de
andlise (Scanlan e Reyes, 1975). 2. Presenca de NAs no ambiente,
incluindo os alimentos (Reyes e Scanlan, 1984). 3. Mecanismos
de formagdo de NAs (Skrypec e col., 1983), inclusive formagao
in vivo nas condigoes do estomago (Wagner e Tanmenbaum, 1985).
4, Mecanismos para evitar a formagdo de NAs (Theiler e col.,
1984).

A presenga de tais compostos nos alimentos para con-
sume humano, constitui um assunto de grande interesse na area
da toxicalogia de alimentos. A grande maioria dos trabalhos re-
lativos a presenga de NAs em alimentos tém side  desenvolvidos
nos EUA, Europa e Japac. Pelo fato da concentragdo e do tipo
de NAs nos alimentos dependerem de varios fatores, & mnecessa-
ric que essas pesquisas também sejam feitas em outros paises
com diferentes habitos e costumes alimentares, dado © risco po-
tencial que esses compostos apresentam na etiologia do can-
cer humano.
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2. FORMACAOC DE NITROSAMINAS

O estudo da quimica das NAs iniciou-se em 1863 com a
sintese de nitrosodietilamina (NDEA). Os estudos relativos &
cinética da reagdo em meio aquoso, do Acido nitrosc e diversas
aminas, foram porém iniciados somente a partir de 1929.

Nitrosodimetilamina (NDMA), ¢ membro mais simples da
familia das NAs, tem sido utilizada como solvente industrial e
comg intermedidria na sintese de 1,1-dimetilhidrazina. " Além
disso, tem sido sugerido o uso de outras NAs como repelentas de
insetos, inseticidas, fungicidas e nematicidas.

Os primeiros indicios de gue NAs poderiam estar pre-
sentes nos alimentos surgiram no periodo 1957-1962, na Noruega,
quande foram detectadas alteragbes no figade de ruminantes e
martas gue tinham consumido ragac preparada com peixe ou farinha
de peixe preservada com nitrito de sddio {(Wogan e Tannenbaum,
1975). Em 1964, Ender € col. detectaram a presenga de NDMA
nessa ragao animal e sugeriram que a metilamina, presente na-
turalmente na rag¢do, reagira com nitrito para formar NDMA.
Jesde &ntao,. NAs tornaram-se objeto de grande interesse to-
xicoldgico, sendo reconhecidas como um perigo ambiental.

Varios tipos de estruturas contendo nitrogénio podem
ser nitrosadas dentre s quais se incluem aminas, uréias, ure-
tanos e guanidinas que se encontram presente@.' praticamente,
em todos os alimentos (Maga, 1978). A presenga de nitrito em
alguns alimentos € o resultado da redugdo de nitratos por plan-
tas e enzimas microbianas e da adig8c de nitrito como aditivo
no processamento de carnes curadas. As principais NAs encontra-
das em alguns alimentos e suas respectivas faixas de concen-
tragao, estdc indicadas na Tabela 1.

Dentre as carnes curadas, © bacon & o alimento gque
tem recebidc maior atengdo, jd gue N-nitrosopirrolidina (NPIR)
e também NDMA e N-nitrosodihidroxipirrolidina {NHPIR} encon-
tram-seé normalmente presentes neste produto. Outro composto
que também tem sido detectadoc no bacon € N-nitrosotiazelidina,
a qual ¢ formada durante o processc de defumagao.



Tabela 1 -

Principais nitrosaminas em alimentos

Concentragdo pg/kg

. Nitrosamina de alimento (ppb)
NPIR, NTHZ e NDMA nc bacon frito 1 - 50
NDMA, NDEA, NMOR,NPIP,NTHZ e NPRO
egporadicamente nas carnes curadas 1 - 25
NHPIR no bacvon frito 1 -3
NDMA esporadicamente em gqueijo 1 - 13
NDMA esporadicamente em peixe -1 = 2%
NDMA em farinha de peixe 45 - 1700
NDMA em leite em pd desengordurado : ‘0,1 - 6
NDMA em cerveja g,1 - 15_
NPIR: nitroscpirrolidina NTHZ; nitrosctiazolidina
NDMA: nitroscodimetilamina NDEA: nitrosodietilamina
NMOR: nitrosomorfolina NPIP: nitroscpiperidina

NPRO: nitrosoprolina NHPIR: nitrosohidroxipirrolidina
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A presenga de dimetil e trimetil amina em peixes tor-
nam possivel a formagdo de NDMA em peixes preservados com nitri-
to e defumados (Howard e col., 1970). A formagac de NDMA ocor-
re também durante a etapa de secagem para obtencdc da farinha
de peixe, por agado de éxidos de nitrogénio presentes no fluxo
de gases quentes.

A prciugdo de oxidos de nitrogénio  explica  também
a formagdo de Nag em outros alimentos secados por aguecimento
direto, onde o fluxo de gases guentes entra em contato direto
com 0 alimento. Dentre esses alimentos incluem-se SOpas desi-
dratadas, alimentos infantis, malte, cerveja e 1leite em po
desengordurado, nos guais tem sido detectada a presenga de
NDMA e café soluvel no qual tem sido detectado NPIR ( Sen e
Seaman, 1981). ’

3. ASPECTOS TOXICOLOGICOS DAS NITROSAMINAS

Os aspectos toxicoldgicos dos compostos N-nitroso fo-

ram estudados por Freund em 19837, descrevendo a NDMA como uma

"substancia tdxica volatil a qual, depois de inalada, exercia
uma agac caracteriftica no figado” (hipertrofia degenerativa
difusa e proliferagdo de células hepaticas), Em 1954, Barnes e

Magge redescobriram este efeito e demonstraram, dois anos de-
pois, que NDMA n3o s6 era altamente hepatotoxica, mas também
altamente carcinogénica em animais de laboratdrio. Este fato,
junto ac reconhecimento, em 1948, do risco apresentado por
‘N-nitroso-N-metil uretano, levou a gue as Nas fossem consi-
deradas como um perigo industrial. _

_ As caracteristicas toxicoldgicas das Nas estdo asso -
ciadas a efeitos teratogénicos, mutagénicos e principalmente
carcinogénicos (tumores hepatico, renal e esofdgico). As proprie

dades toxicas das Nas est3o abaixo resumidas.

a. Téxico agudo

b. Mutagénico

c. Teratogénico

d. Carcinocgenico
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Pode produzir tumores apds uma dose unica
- Induz necplasmas transpla@entalmente
- Organoc especifico

-~ Ativo em todas as especies testadas

.Tais efeitos tém sido observados numa grande variedade
de espécies que vao desde roedores até pdssaros e peixes.

Uma alta atividade carcinogeénica, associada a uma es
trutura quimica simples, € propriedade comum dos compostos
N-pitroso. Entre, aproximadamente, 300 compostos N-nitroso tes-
tados, a maior parte apresentou ag¢ao carcinogénica., varios
destes compostos produzem cancer mesmo quando administrados em
dose unica, sendo capazes também de induzir tumores na prole,
quando administrados em fémeas gravidas.

No homem, a guantidade de NAs ingerida, ihalada ou
absorvida através da pele, € estimada entre 1 e 6 jpg por dia,
e provem de alguns ambientes industriais {borracharia e curtu-
mes), fumo de cigarro, cosméticeos, pesticidas, interiores de
carros e alimentos. Uma outra fonte de exposi¢ao, estimada em
7 pg por dia, provem da formagao de NAs in vivo, a nivel do
trato gastreointestinal, por ingestdo de precursores, Estes va-
lores, provavelmente s3oc menores que os valores reais, Jja que
nio se tem conhecimento suficiente a respeitc da exposigdc as
NAs nao-voldteis.

4. ANALTISE DE NITROSAMINAS

As concentracoes nas guais as NAs se encontram pre-
sentes nos alimentos sio de poucos pg/kg de alimento , Tais ni-
veis s3o significatives, se considerarmos gue as estimativas
de uma exposigac "toleravel" para o homem situam-se ac redor
de 5 a 10 pg/kg de alimento. Este fato limita o uso de méto-
dos analiticos para aqueles com sensibilidade minima de 10ug/kg
{Drescher e Frank, 1978).
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Um ocutro aspectoc a considerar na selegdc dc méto-
do de andlise é a especificidade. FEsta caracteristica influi
diretamente no tratamento ("clean up") de amostras complexas
como Sac o5 alimentos, exigindo mﬁltiplas etapas para a remo-
gac de componentes naturais que possam interferir na detec-
Gi0 e identificagdo das NAs presentes.

4.1, - Extracghag

Para fins analiticos as NAs sdo divididas em: vola-
teis e nao volateis. O termo NAs nao volateis aplica-se a to-
do composto N-nitroso nac destilavel dentro de um sistema aquo
sc. Tais compostos incluem dialquilnitrosaminas de cadeia lon-
ga, N-nitrosouréias, H—nitfosopeptideos € N-nitrosoderivadosde
bases organicas, das quais N-nitrososarcosina e N-nitrosoproli
na sao as mais conhecidas. Amplas diferengas nas propriedades
quimicas e fisicas desses compostos dificultam o estabeleci-
mento de métodos analiticos de aplicagdo geral, motive pelo
qual, as NAs n3o voldteis tém sido pouco estudadas em alimen-

tos.
As NAs volateis sao compostos de baixo peso molecular

que apresentam suficiente pressao de vapor  para serem extrai-
das por destilagdo a partir de um sistema aquosc, em meio alca
lino ou neutro, jid que em pH Acido as NAs tendemn a se degra-
dar. A destilagdc efetua-se a pressdo atmosférica, a pressao
reduzida ou por destilagae rdpida a pressdoc reduzida a par-
tir de um sistema contendo dleoc mineral, sendoc a destilagdo a
pressac reduzida o método de maior recuperacid. Para o pro-
cedimento utilizando: o sistema contendo o dleo mineral, que
foi adotado pela AOAC em 1982, tém sido sugeridas algumas mo-
dificagbes para torna-lo ainda mais rdpido e seletivo (Owens e
Kinast, 1980). A extragao direta com solventes, utilizando ex-
tratores continuos tipo Soxhlet, tem demostrado ser wutil na
determinagao de ambos os tipos de NAs (Hotchkiss e col.,
19890).
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4.2. - Purificacdoc dos extratos

Avangos na especificidade dos métodos de detecgao
tém permitido a simplificacac do tratamento da amostra. Colu-
nas de celite eluidas com pentano é/ou diclorometano, produ-
zem extratos a partir de amostras de bacon, de isolados e con-
centrados protéicos de soja, de cerveja e de leite em po desen
gordurado com pureza suficiente para a determinacac de NAs vo-
lateis com concentragoes de pug/kg de alimento. O uso combina-
do de um gas de arraste {nitrogénio ou argonic) com materiais
adsorventes de NAs, dispostos em um determinado  arranjo, tem
dado bons resultados na extracaoc e purificagio de NAs vola-

teis em amostra de racOes animais e alimentos infantis.

4.3. - Detecgdo

0s compostos N-nitroso sao degradados pela agac do
acido bromidrico, pela redugdc eletroquimica, pelo clorete de
tionilo e pela radia¢doc nltravioleta. Sac produtos . principais
desta reacdo o acido nitroso ou um derivado deste, e a corres-
pondente amina secundaria. A detecgao destes produtos de decom
posigao constituem a base de grande parte dos métodos indire-
tos que tém sido utilizados na determinagac de NAs em alimen-

tos.
Existem varios métodos para detectar o acido nitroso

sendo alguns deles aplicados na analise de NAsS. Dentre esses
métodos encontram-se agqueles em que o acido . nitroso reage
quantitativamente com o reagente de Griess (dcido  sulfani-
lico/1-naftilamina), com o reagente NEDSA {N-l-naftilendia-
mina/dcido sulfanilico), ou com o reagente de Preussmann (clo-
reto de paladio/difenilamina) formando compostos coloridos,
Estes compostos s3aoc utilizados na visualizagao de NAs em cro-
mategrafia em camada delgada, ou para quantificacao das mesmas
por determina¢50 espectrofotométrica. Alguns componentes dos
alimentos {dcidos graxos, tocoferdis e alguns pigmentos) pro-
duzem resultados falso-positivos, principalmente com o rea-

gente de Preussmann, limitardo a aplicagac desses métodos.
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Métodos baseados na reducdo eletroquimica das NAs também estdo
sujeitos a interferencias.

Na detecggo de aminas secundarias, geralmente por
cromatografia em camada delgada, tém s5ido utilizados: Ninidri-
na; Cloreto de Dansilo-DANS-Cl- (cloreto de 1-dimetilamino-nafta
len-5-gsulfonila); DNP-F (2,4-dinitrofluorobenzenc); NBD-Cl(7-clgo
ro-4nitrobenzeno-2-oxa-1,3 diazol); Fluorescamina (4-fenilspiro
furan-2 {3H), 1-ftalan-3,3-diona) e cloreto de heptafluorobuta-
niol o qual forma amidas gue teém sido detectadas por cromatogra-
fia gasosa, utilizando detector de captura de elétrons.

Os métodos considerados diretos sac baséados na deter-
minagac e confirmaqso direta das NAs. Pertencem a esta classifi-
cacdo os métodos que usam detectores polarograficos, detectores
especificos (usados em cromatografia gasosa e/ou HPLC) e espec-
troscopia de massa. '

Cromatografia gds-liquido (GLC) tem sido a tecnica
mais utilizada na detecgdc e guantificagdc de NAs. Para aumentar
a especificidade da resposta do detector, utilizam-se detecto-
res mais especificos do que o detector convencional de ioniza-
gao de chama (FID)}. Os detectores N-seletivos mais usados tem
sido: Detector Termoidnico, Detector eletroguimico, Detectotr
de Fotoemiss3o e Analisador de Energia Térmica (TEA}). A teoria
operacional e as caracteristicas de resposta destes detectores
foram revisadas por Hall em 1978,

Dos detectores referidos, o TEA ¢ o mais seletivo uma
vez que 05 outros detectores sao mais N do que N-O seletivos,.
Porém, como os outros detectores, o TEA também esta sujeito a
interferentes, motive pelo gual € necessdrio conf irmar os resul-
tados obtidos usando-se um outro método analitice.. A espectrog
copia de massa {MS) & geralmente aplicada toda vez gque sejam

detectadas Nas pela primeira vez, ou sejam analisadas novos ti-
pos de amostras,
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