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Resumo

O consumo de produtos de origem animal, como carnes e seus derivados, aumentou
mundialmente, principalmente em fungdo do aumento da renda familiar, resultando
um aumento na exigéncia por produtos carneos de alta qualidade e seguros para os
consumidores. Para isto, o emprego de aditivos alimentares possibilita a produgéo de
produtos carneos e derivados com propriedades sensoriais desejaveis, tais como cor,
odor, sabor e textura, além de assegurar a qualidade e seguranga alimentar. Dentre
estes aditivos, nitrato e nitrito de sodio sdo as substancias mais empregadas, pois
atuam nos processos de cura de produtos carneos. Entretanto, se empregados em
concentragcdes inadequadas, estes compostos podem resultar na produgéo de com-
postos N-nitrosos, tais como N-nitrosaminas que, sdo aminas volateis que podem es-
tar relacionadas ao surgimento de problemas de saude publica, incluindo o desenvol-
vimento de alguns tipos de cancer. Por isto, estes compostos devem ser monitorados
para que a quantidade adicionada aos alimentos seja adequada, garantindo que so-
mente os compostos permitidos por legislagdes especificas sejam empregados du-
rante a preparagao de produtos carneos e outros tipos de alimentos industrializados.
Desta maneira, neste trabalho foi realizada uma reviséo bibliografica envolvendo as
producdes cientificas publicadas entre os anos de 2010 a 2021 e relacionadas ao
desenvolvimento e aplicacdo de metodologias analiticas para identificagdo e quantifi-
cacao de nitratos, nitritos e nitrosaminas em aguas naturais e alimentos industrializa-
dos. Para isto foram consideradas a aplicagdo de técnicas cromatograficas, espec-
troscopicas e eletroanaliticas, com énfase na aplicacédo de técnicas eletroanaliticas. A
avaliacao das publicacdes foi realizada considerando-se as buscas nas bases de da-
dos cientificas Science Direct, Scopus e Web of Science, empregando-se como pala-
vras chaves os termos nitrates, nitrites, ou nitrosoamines juntamente com os termos
chromatographic tecniques, ou spectroscopic techniques ou eletronalytical tecnhi-
ques. Assim, foram encontrados 268 artigos envolvendo o emprego de técnicas de
eletroanaliticas, 169 artigos com a aplicagao de técnicas espectroscopicas e 134 arti-
gos envolvendo a aplicagao de técnicas cromatograficas, para detecgdo de nitratos,
nitritos e nitrosaminas em amostras de alimentos, bebidas e aguas naturais.

Palavras-chaves: Nitrato. Nitrito. Nitrosaminas. Técnicas Cromatograficas. Técnicas
Espectroscépicas. Técnicas Eletroanaliticas. Produtos Carneos. Aguas Naturais.



Abstract

The animal origin products consumption, such as meat and meat products, has in-
creased globally, mainly due to the increase in family income. As a consequence, the
demand for high quality and safe meat products has become increasingly greater. In
this way, the food additives use ensure these products desirable sensory properties,
such as color, odor, taste and texture, besides that food quality and safety. Among
these additives, sodium nitrate and nitrite are the most largely used substances, since
that act in the curing processes of meat products. However, if used in inadequate con-
centrations, these compounds can result in the production of N-nitrous compounds,
such as N-nitrosamines, which are volatile amines that may be related to the emer-
gence of public health problems, including the development of some types of cancer.
Therefore, these compounds must be monitored so that the amount added to food is
adequate, ensuring that only the compounds allowed by specific legislation are used
during the preparation of meat products and other types of processed foods. Thus, in
this work, a literature review was carried out involving the scientific productions pub-
lished between the year 2010 to 2021 and related to the development and application
of analytical methodologies for the identification and quantification of nitrates, nitrites
and nitrosamines in natural waters and industrialized foods. For this, the application of
chromatographic, spectroscopic and electroanalytical techniques was considered, with
emphasis on the application of electroanalytical techniques. The evaluation of the pub-
lications was carried out considering the searches in the scientific databases Science
Direct, Scopus and Web of Science, using as keywords the terms nitrates, nitrites, or
nitrosamines together with the terms chromatographic techniques, or spectroscopic
techniques or electroanalytical techniques. Thus, 268 articles were found involving the
use of electroanalytical techniques, 169 articles involving the application of spectro-
scopic techniques and 134 articles using the application of chromatographic tech-
niques for detection of nitrates, nitrites and nitrosamines in samples of food, beverages

and natural waters.

Keywords: Nitrate. Nitrite. Nitrosamines. Chromatographic techniques. Spectroscopic

techniques. Electroanalytical techniques. Meat products. Natural Waters.
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1 CONSIDERAGOES INICIAIS

O século XIX, foi marcado por revolugbes, descobertas, inovagdes e ainda
trouxe o crescimento urbano decorrente do processo da industrializagao, intensificada
no final deste periodo. Desde entdo, as industrias alimenticias buscam constante-
mente a elaboracéo e producdo de alimentos com elevada qualidade sensorial (cor,
aroma, textura e sabor), segurancga alimentar e facilidade de preparagao, quesitos
principais exigidos pelos consumidores. Para obter estes objetivos, o uso de aditivos
na producao de alimentos e bebidas, como péaes, doces, sorvetes, embutidos carneos,
cerveja, sucos e refrigerantes, se tornou uma pratica comum. Além disto, o uso destes
aditivos também aumentam o tempo de prateleira de alimentos industrializados, pro-
porcionam preservacao de propriedades nutricionais e auxiliam na obtencao de ca-
racteristicas sensoriais desejaveis para cada tipo de consumidor (ZHANG et al.,
2020).

De acordo com dados de uma Pesquisa de Orgcamentos Familiares, desenvol-
vido pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, bebidas industrializadas, tais
como sucos e refrigerantes, tiveram aumento no consumo diario per capta de 124,5 g
/ dia e 67,1 g / dia, respectivamente, nos anos de 2017 e 2018, considerando-se a
populagdo mais jovem (AGENCIA INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ES-
TATISTICA, 2020). Desta maneira, é evidente que os alimentos industrializados, que
em sua grande maioria contém aditivos alimentares, chegam com frequéncia a mesa
de varios consumidores. A partir disso, é de responsabilidade dos 6rgaos fiscalizado-
res, como a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), no Brasil, garantir a
qualidade dos alimentos através do controle dos compostos quimicos que sao adicio-
nados nas etapas de elaboracao de produtos alimenticios.

Os aditivos alimentares, que sao compostos quimicos adicionados intencional-
mente durante as etapas de produgao de alimentos industrializados, sao regulamen-
tados por legislacdes especificas de cada pais, de maneira a assegurar o controle de
quais compostos sdo empregados, em quais tipos de alimentos e principalmente se
as quantidades permitidas estdo sendo respeitadas considerando-se o produto final
(ONAOLAPO e ONAOLAPO, 2018). Adicionalmente, as legislagbes de todos os pai-
ses proibem o emprego de aditivos com a intengao de ocultar danos, encobrir falhas
do processamento ou que possam enganar o consumidor final considerando-se ca-
racteristicas sensoriais e tecnolégicas (DAMODARAN, PARKIN e FENNEMA, 2010).
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No Brasil a Portaria n° 540-SVS/MS de 27 de outubro de 1997 publicado pela ANVISA,
define aditivo alimentar, como (BRASIL, 1997):

“qualquer ingrediente adicionado intencionalmente aos alimentos, sem propo-
sito de nutrir, com o objetivo de modificar as caracteristicas fisicas, quimicas, biol6gi-
cas ou sensoriais, durante a fabricacdo, processamento, preparagéao, tratamento,
embalagem, acondicionamento, armazenagem, transporte ou manipulagdo de um
alimento. Ao agregar-se podera resultar em que o proprio aditivo ou seus derivados

se convertam em um componente de tal alimento”

Os aditivos podem ter finalidade nutricional (aditivos nutricionais) ou serem em-
pregados para fins tecnoldgicos (aditivos alimentares). Assim, € necessario que a ava-
liacao destes aditivos seja baseada no valor da Ingestao Diaria Aceitavel (IDA). Com
intuito de garantir fins tecnolégicos, os aditivos alimentares podem atuar em etapas
de processamento, preparagao, ou embalagem, influenciando no controle de pH, es-
tabilidade, homogeneidade, dentre outras fungdes (CODEX ALIMENTARIUS, 2016;
RODRIGUES et al., 2013).

Os aditivos alimentares sao classificados de acordo com suas fung¢des especi-
ficas nos alimentos, tais como antioxidantes, corantes, emulsificantes, conservantes,
espessantes, estabilizantes, adogantes, dentre outros (FAO/ WHO, 2019), conside-
rando-se normas internacionais do Codex Alimentarius e também da ANVISA.

Os aditivos empregados como conservantes alimenticios, como o acetato de
sodio, o sorbato de potassio e os sais de nitrato e nitrito de sédio e potassio, sao
comumente utilizados pelas industrias de produtos carneos, panificacdo e laticinios,
com objetivo de conservar estes e outros alimentos, garantindo o armazenamento por
tempo maior, pois 0 emprego destes conservantes promovem a inibicado do desenvol-
vimento de microrganismos, controlam reacdes enzimaticas indesejaveis, ajustam o
valor de pH do alimento, e consequentemente diminui o desperdicio e garante segu-
ranca alimentar (MOHAMMADZADEH-AGHDASH et al., 2019).

Contudo, o emprego irregular dos conservantes nitratos e nitritos, pode desen-
cadear problemas de saude aos consumidores, tais como diabetes, obesidade, inati-
vidade fisica, e até o desenvolvimento de alguns tipos de cancer, estando este ultimo
relacionado a formagao de compostos indesejaveis, como as nitrosaminas, durante o

processamento industrial.
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2 NITRATOS, NITRITOS E NITROSAMINAS

Na agricultura, os nitratos tém ampla aplicabilidade, podendo o nitrato de po-
tassio estar naturalmente presente em varios alimentos in natura, tais como espinafre,
beterraba e rucula (DAMODARAN, PARKIN e FENNEMA, 2010). O ion nitrato ( NO3 )
€ a forma estavel das estruturas de nitrogénio oxidadas, que por agdo microbioldgica
podera ser reduzido ao ion nitrito ( NO;~ ), e este ao passar por processos quimicos ou
bioldgicos podera ser reduzido, levando a produgao de varios compostos intermedia-
rios (ANTON e LIZASO, 2001).

Em relacdo a reatividade quimica, o nitrito € mais reativo em comparacgao ao
nitrato, sendo esta reatividade favorecida em meios com valores de pH menores que
7 e aumento da temperatura durante etapas de produg¢ao, como por exemplo, da carne
curada. Entretanto, o nitrito pode atuar como agente nitrosante, resultando na forma-
cao de compostos nitrosos como as N-nitrosaminas (ALAHAKOON et al., 2015). Por
isto, muitos paises, tais como os Estados Unidos da América (EUA), estabelecem Ii-
mites maximos permitidos de nitrato e nitrito na agua potavel, de maneira que uma
possivel exposicao inferior ao que foi recomendado, ndo cause prejuizos a saude
(ATSDR, 2017). Sendo assim, a Agéncia de Protecdo Ambiental Americana (EPA)
estabelece niveis maximos de nitritos de 1 mg L' (1 ppm) e de nitratos 10 mg L (10
ppm).

Desde 1925, o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA) per-
mite o emprego de nitrito como principal e mais eficiente agente responsavel pela cura
de carnes, entretanto, se o nitrato for empregado durante o processo de cura de car-
nes, este se reduz a nitrito. Por isto, de acordo com as regulamentag¢des nos Estados
Unidos, para embutidos carneos e bacon, ocorre uma limitagdo de 156 ppm e de 120
ppm de nitrato e de nitrito, respectivamente (BEDALE, SINDELAR E MILKOWSKI,
2016).

De acordo com o estabelecido pela Agéncia das Nagdes Unidas para a Agri-
cultura e Alimentagdo/Organizacdo Mundial da Saude (FAO/OMS), a Ingestao Diaria
Aceitavel (IDA) ou ingestao toleravel de ions nitrito e nitrato deve ser equivalente a
0-0,07mgkg'e 0 -3,7 mg kg de peso corporal, respectivamente (BAGHERI et al.,
2017). Além disto, a Agéncia Federal de Administracdo de Drogas dos EUA, reco-

menda diminuir os niveis de nitrito em produtos carneos quando houver o aumento de
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ingredientes destinados a conservagao ou qualquer outro produto que nao seja carne,
mas que faga parte da formulagao final do produto (RODRIGUES et al., 2013).

No Brasil, a ANVISA autoriza e estabelece restricbes ao uso dos aditivos de
forma que a ingestao diaria, de determinado composto, ndao supere a IDA, a qual é
calculada e estabelecida de acordo com o peso corporal do consumidor e o valor é
estimado considerando-se estudos toxicologicos realizado em animais. Desta ma-
neira, as recomendagdes resultam em uma ingestao diaria de aditivos na dieta, em
quantidades seguras durante toda a vida sem que cause risco a saude do consumidor
(CODEX ALIMENTARIUS, 2016).

Desta maneira, observa-se que cada pais apresenta legislagbes que controlam
quais aditivos podem ser empregados, em que tipo de alimentos e suas respectivas
quantidades, garantindo a segurancga alimentar, ou seja, o teor maximo no produto
final (TMPF) de cada composto quimico. Desta maneira, na Tabela 1 é apresentado
o TMPF de nitrito e/ou nitrato de sddio ou potassio permitidos em produtos carneos,
assim como a identificacdo destes compostos através dos seu respectivos valores de
Sistema Internacional de Numeracao (INS), formado basicamente por trés niumeros,
unico mundialmente e devem obrigatoriamente estarem descritos na lista de ingredi-

entes dos produtos.
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Tabela 1 - Teores maximos no produto final (TMF), em mg/peso corpéreo, de nitritos e/ou ni-
tratos de sddio e potassio para produtos carneos industrializados considerando-se diferentes paises

Paises TMPF Aditivos INS Produto Referéncia
Industrializa- )
_ Brasil (2007),
] 15 mg /0,1 kg dos cozidos
Brasil Nitrito de s6- _ ANVISA
30 mg /0,1 kg embutidos ou
dio ou potas- ) (2019)
. . 250 ou 249, nao
sio, Nitrato de
o 251 ou 252
sodio ou po-
L. Carnes cura- Hsu, Arcot e
. 1,125 mg / tassio .
Australia das secagem Alice Lee
kg,500 mg/ kg
lenta (2009)
Alemanha 100 mg / kg NR Honikel (2008)
Nitrito de so6-
_~ . 250 Produtos a .
Unido Euro- dio Republica
100 mg / kg base de carne
peia - (2008)
esterilizados
. ) 251, 250 Peixes defu-
Nitrato de so6-
Estados Uni- 500 mg/ kg, o mados cura-  Bahadoran et
dio, nitrito de
dos 200 mg / kg o dos, salmao al (2016)
sodio

defumado

Fonte: Elaborado pela Autora (2020).

Como observado na Tabela 1, em todos os paises os valores de TMPF permi-

tido para os nitritos s&o inferiores aos TMPF permitidos para os nitratos, ja que este

primeiro apresenta maior reatividade. Devido a ingestao de nitritos e nitratos, os efei-

tos téxicos principais que podem ocorrer, sera a ocorréncia / aumento de meta-hemo-
globinemia e formagdo de compostos N-nitrosos (ANDRADE, 2004; ANTON &

LIZASO, 2001). A indugédo da meta-hemoglobinemia é ocasionada devido a oxidagao




18

da hemoglobina, o que levara a passagem de ions ferros ao estado férrico, impedindo
consequentemente o transporte de oxigénio (TOYOHARA, 1989).

Desta maneira, constantemente as industrias de produtos carneos buscam al-
ternativas para garantir as quantidades adicionadas e residuais destes sais, e por isto
€ necessario o desenvolvimento de métodos analiticos que sejam aplicaveis e que
possam indicar um produto seguro para comercializagao. ldentificar estes compostos,
e principalmente a concentragao que esta sendo adicionada de forma intencional no
alimento, deve ser fator controlavel de forma rigorosa, pois, um pequeno desvio pode
resultar em intoxicagao alimentar e resultar reagdes adversas ao consumidor, além de
poder levar a formagéao de compostos de nitrosaminas (DEKKER, 2002).

As N-nitrosaminas apresentam férmula quimica geral R2N-N=0 e podem estar
presentes em alimentos, medicamentos, cosmeéticos e até mesmo serem produzidas
no proprio organismo humano. Quimicamente, estes compostos sao provenientes de
produtos N-nitrosos, formados a partir da associagcéo de nitrogénio secundario como
amina, amida e um agente nitrosante. A estrutura geral das N-nitrosaminas contém
um grupo nitrosil (N=0), onde o nitrogénio possui cinco elétrons na camada de valén-
cia, onde um par de elétrons esta envolvido na dupla ligagdo com o oxigénio. A es-

trutura ressonante esta apresentada na Figura 1 (YAHAYA et al., 2020).

Figura 1 — Estrutura quimica geral das N-nitrosaminas e suas respectivas estruturas de

ressonancia, com indicagao das diferentes posi¢cdes das duplas ligagdes entre nitrogénio e oxigénio

R4
\
/
Ro
/°
R
R +
R ~N
R \_,,O R

Fonte: Yahaya et al., (2020).

As diferentes nitrosaminas podem se formar a partir da substituicdo dos radicais
(R1e Rz2), como apresentado na férmula quimica geral, resultando em dois grupos de

compostos, ou seja, as nitrosaminas volateis e as nitrosaminas néo volateis.
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Algumas estruturas quimicas das nitrosaminas volateis e ndo volateis, assim
como informagdes fisico-quimicas destes compostos, como densidade, solubilidade
em agua, constante de ionizagdo (pka), além do grau de toxicidade a Dose Limite
(LDso) que € a dose necessaria para matar 50% de uma populagado em teste e a con-

centragdo relacionada ao risco de cancer estao apresentadas na Tabela 2.
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Tabela 2 — N-nitrosaminas volateis e N-nitrosaminas n&o-volateis e suas respectivas estruturas quimica e informagdes fisico-quimicas, tais como
valor de densidade em meio aquoso, solubilidade em agua, constante de dissociagédo acida, toxicidade relacionando o valor de dose limite 50 e a concentra-
¢ao para risco de cancer

Nitrosaminas Volateis

Toxicidade/ Concentra-

o Peso Mole-  pansidade Solubili- pka . Gao para
Composto  Estrutura Quimica cular (g cm?) dade em 50 risco de
1 agua (esperado) (g kg) cancer
(@ mel) (ng L)
N-nitrosodi- AT 1008 gm0 mg ml- 27 a 41 rato
metilamina | 74,10 a20°c/4 " 3,52 0.7
Na . a 24°C (oral)
(NDMA) o C
52,9 gL
N-nitrosopir- (proprie- 125-1023
rolidina 'I\l 100,1 1,085 dade espe- 3,3 rato (subcu- 20,0
(NPYR) Ny a25C i taneo, oral)
N0 rada) ’
N-nitrosopi-
P O 1,063a  765gL'a 200 rato
peridina N 114,2 ’ R -3,18 £ 0,20 | 3,5
| 18,5°C 24°C (oral)

(NPIP) Nyo
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N-nitrosodie-
tilamina

(NDEA)

N-nitrosome-
tiletilamina
(NMEA)

N-nitrosodi-

propilamina
(NDPA)

N-nitrosodi-
butilamina

(NDBA)

NenEPana

(NDPHA)

102,10

88,11

130,20

158,20

198,23

0,94 a 106,00 mg
20,0°C L1324 °C
0,94 18,0 a 4
. 3,40 mol L™
0,9163 a 20.0 y
. 0,10 mol L
1,27gL"a
0,9020 a 4 °C
24°C
123a25°c 35mgl'a
25°C

-3,14 £ 0,70

-3,39 +0,70

-3,18 +0,20

-3,14 £ 0,70

-5,83 +0,50

210 rato

(oral)

90 rato (oral)

480 rato
(oral)

1200 rato

(oral)

1825 rato

(oral)

0,2

5,0

6,0

7000,0
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0
N-nitroso- 1,283 (esti-
morfolina [ j 116.10 : 5,72 +0,20 282 rato
N , mativa apro- 1,00 (oral) 5,0
(NMOR) NXo ximada)
Nitrosaminas Nao-Volateis
Toxicidade/ .
Peso Mole-  pansidade Solubili- ) Cc>~nce-ntra
Estrutura Quimica cular dade em PKa LDso caolrisco
Composto (g cm) (esperado) de cancer
(a Mol agua (Mmgkg™)  (aran
OQN
N-nitroso-hi- | o
3,02+£0,40
droxiprolina N { 160,13 1,79 NR _ NR NR
OH (prevista)
(NHPRO)
HO
, O~
N-nitroso- 5628 rato
prolina N /O 0,79 NR NR NR
®/< 144,13 (oral)
(NPRO) oH
N-nitrososar- _0O 1,57 (estima-
N 3,40+0,10 5000 rato
cosina | ﬁ 118.10 tiva aproxi- 1,00 , NR
NN (prevista) (oral)
(NSAR) HsC OH mada)
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acido N-ni-
troso-tiazoli-
dina-4-car-
boxilico

(NTCA)

acido N-ni-
troso-2-me-
til-tiazoli-
dina-4-car-
boxilico
(NMTCA)

H,C l\ll //

162,17

176,20

13,7 gL’
(proprie-
NR 242 a 350 NR
dade espe-
rada)
NR NR NR NR

NR

NR

NR = Nao Reportado;

LD = Dose Limite.

Fonte: Adaptado de Mazari, Alaba e Saeed (2019).
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De acordo com Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC), a NDEA
e a NDMA, N-nitrosaminas volateis, apresentam provavel efeito carcinogénico para
humanos, e com alto risco para desenvolvimento de cancer, respectivamente. Outros
compostos, como, NPIP, NPYR, NMOR, também apresentados na Tabela 2, séo clas-
sificados como possiveis carcinogénicos para humanos (GUSHGARI E HALDEN,
2018).

Estudos cientificos indicam que cerca de 90% dos compostos de nitrosaminas
apresentam potencial carcinogénico com diferentes niveis de carcinogenicidade, mas
todos podem comprometer o funcionamento de alguns 6rgéaos, como figado, rins e
pancreas, os quais podem ser facilmente atingidos apds a ingestao de alguns alimen-
tos industrializados. Considerando-se produtos carneos, a formagao de nitrosaminas,
¢ influenciada a partir da composigcao quimica e o tipo de processamento do alimento,
as quais podem ocorrer devido adicdo em quantidades irregulares de sais de cura,
como nitratos e/ou nitritos, especiarias, ervas (FLORES et al., 2019; MAZARI, ALABA
e SAEED, 2019).

Algumas técnicas analiticas modernas permitem a identificacdo e quantificagcao
de nitrito e/ou nitrato e N-nitrosaminas em alimentos e bebidas, garantindo a segu-
ranca em relacao a desvios de concentracées ou adicao de aditivos ndo permitidos
por legislagdes, e assim, contribuem para seguranca de alimentos.

Técnicas analiticas instrumentais sensiveis como as cromatograficas, eletroa-
naliticas e espectroscopicas, podem ser utilizadas para deteccéo de diferentes tipos
de aditivos, incluindo conservantes. O emprego de quaisquer destas técnicas deman-
dam uma mesma sequéncia operacional para a realizagao das analises, ou seja, eta-
pas de amostragem, preparacgao, separacao do analito, detecgao, obtencao e analise
dos resultados analiticos (VAZ JUNIOR, 2010). Todas estas etapas influenciam signi-
ficativamente a preciséo, exatidao, sensibilidade, seletividade e robustez da analise

quimica para identificar e quantificar o aditivo.
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3 TECNICAS ANALITICAS PARA DETECGAO E QUANTIFICAGAO DE NITRA-
TOS, NITRITOS E NITROSAMINAS

O desenvolvimento de métodos analiticos para detec¢cdo de compostos organi-
cos e inorgéanicos esta em constante desenvolvimento por pesquisadores para a ob-
tencao de métodos com maior confiabilidade analitica e uma adequada validagao ana-
litica, que possibilite aplicabilidade em amostras complexas como aguas naturais, ali-
mentos e fluidos bioldgicos. Além disto, cada técnica analitica desenvolvida apresenta
custos e frequéncias analiticas especificas, necessidade de etapas de preparacao de
amostra mais ou menos complexa, necessidade de mao de obra qualificada, parame-
tros analiticos como sensibilidade, seletividade e sensitividade adequadas ao com-
posto e a complexidade da matriz (WANG et al., 2017).

Técnicas analiticas instrumentais, como cromatograficas, espectroscopicas e
eletroanaliticas, podem ser aplicadas para identificar e quantificar nitrito e/ou nitrato e
N-nitrosaminas em alimentos e bebidas. Adicionalmente, também podem ser empre-
gadas para esta finalidade a colorimetria que determina os compostos coloridos em
uma solugédo ou amostra a ser analisada (WOOLLARD e INDYK, 2014; TROFIMCHUK
et al., 2020) espectrofluorimetria, utilizando-se de detectores de excitagédo e emisséo
(GUO et al., 2013), espectrofotometria, envolvendo medidas qualitativas e quantitati-
vas (ANDRADE et al., 2003) e quimioluminescéncia ocorrendo esta a partir da aplica-
¢ao de reacao quimica (YIN et al., 2013 ; GILL, ZAJDA e MEYERHOFF, 2019).

Desta maneira, neste trabalho realizou-se um levantamento bibliografico em
bases de dados cientificas, como o Science Direct, Scopus e o Web of Science, con-
siderando-se o periodo de 2010 a 2021 para avaliagao das técnicas e metodologias
analiticas empregadas para a determinagéao de nitratos, nitritos e nitrosoaminas em
alimentos e aguas naturais. A busca bibliografica empregou combinagdes de palavras-
chave como, “nitrite, nitrate, nitrosamines, analysis, determination, detection e quanti-
fication”.

Os artigos selecionados envolvem aplicagao de técnicas espectroscopicas, cro-
matograficas e eletroanaliticas com aplicagao especifica em amostras de alimentos,
bebidas ou aguas naturais. Assim, os artigos publicos publicados, relacionando cada
técnica analitica, no periodo de 2010 a 2021, para os compostos de nitrato, nitrito e

nitrosaminas, estao apresentados na Figura 2.
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Figura 2 - Representacao grafica relacionando a quantidade de artigos encontrados na reviséo bibliografica con-
siderando-se os anos de 2010 a 2021, com o emprego de técnicas instrumentais de cromatografia, espectroscopia e
eletroanalitica para determinacao de nitratos, nitrito e nitrosaminas em alimentos e bebidas

Cromatografia mEspectroscopia Eletroanalitica

70
60
50

40
30
20
2T

2010/2011 2012/2013 2014/2015 2016/2017 2018/2019 2020/2021
Ano

Numero de artigos publicados

o

Fonte: Elaborado pela Autora (2021).

As pesquisas realizadas no Science Direct, Scopus e o Web of Science, conta-
bilizou 268 artigos com a aplicagao de técnicas eletroanaliticas, contabilizaram 169
artigos com a aplicagdo de técnicas espectroscopicas e 134 artigos com o uso de
técnicas cromatograficas, considerando-se a detecgao de nitratos, nitritos e nitrosami-
nas em alimentos, bebidas e aguas naturais.

A partir da analise da Figura 2 observa-se que as técnicas eletroanaliticas fo-
ram as mais empregadas em relacao as técnicas espectroscopicas e cromatograficas,
considerando-se os anos de 2016 a 2019. Sendo assim, neste periodo as pesquisas
corresponderam a percentuais em torno de 40% e 60%, resultando uma quantidade
total de 264 artigos envolvendo a detecgao de nitratos e nitritos. As nitrosaminas con-
tribuem apenas com 5% dos trabalhos envolvendo eletroanalitica, o que contribuiram
a 4 artigos somente. Considerando-se o uso de técnicas cromatograficas, para detec-
cao dos compostos de nitrosaminas, observou-se um maior numero de pesquisas pu-

blicadas entre os anos de 2018 e 2019, o que resultou em 16 artigos publicados.
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Em uma analise detalhada destes trabalhos, considerando-se a deteccao ele-
troanalitica de nitratos e nitritos, observou-se a predominancia do emprego de técni-
cas voltamétricas, como voltametria ciclica, voltametria de onda quadrada e a volta-
metria de pulso diferencial, além das técnicas potenciométricas, utilizando-se de ele-
trodos de ions seletivos modificados quimicamente. Para a detecg&o do nitrato, o em-
prego de biossensores, envolvendo a imobilizagdo de enzimas como a nitrato redu-
tase, foram também desenvolvidos e aplicados, resultando em uma deteccao simples
e pratica para matrizes complexas como carnes e aguas naturais (ALI, M. A. et al.,
2017; DINCKAYA et al., 2010; MASSAH e ASEFPOUR VAKILIAN, 2019; BACIU et
al., 2017; GHEZAL et al., 2019; KUMAR et al., 2018; SUDARVIZHI et al., 2018).

Considerando-se o emprego de técnicas cromatograficas, observou-se a fre-
quente detecgéo de nitrosaminas em amostras de alimentos, bebidas e aguas naturais
empregando-se a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-
MS), proporcionando resultados analiticos com uma alta sensibilidade e baixo limite
de detecgao. Contudo, para a aplicacdo desta técnica analitica, € necessario a reali-
zacao de etapas prévias de microextracdo em fase solida para a extragao dos com-
postos volateis e semivolateis das matrizes complexas de alimentos, bebidas, e aguas
naturais (ROASA, LIU e SHAO, 2019), dificultando a analise quimica e resultando em
maior tempo e maior custo operacional.

Considerando-se o0 uso das técnicas espectroscopicas como as espectrofotomé-
tricas e colorimétricas, observou-se que foram desenvolvidas pesquisas para analise
de nitrato e nitrito em amostras de alimentos e bebidas. Nestes trabalhos, observou-
se que a detecgao colorimétrica envolveu basicamente a reagao de redugao de nitrato
em nitrito, e posterior deteccdo por meio da reacido de Griess, onde € induzida a for-
magcao de compostos coloridos envolvendo o nitrito e reagentes especificos (GENTLE
et al., 2011; MASSAH e ASEFPOUR VAKILIAN, 2019; MURRAY et al., 2017).
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3.1 Técnicas Espectroscépicas

As técnicas espectroscopicas envolvem medidas da interagdo da radiacéo ele-
tromagnética proveniente de uma fonte de calor, energia elétrica, luz ou reacéo qui-
mica com o analito de interesse. Nestas técnicas, as moléculas de interesse absorvem
a radiagao eletromagnética de comprimentos de onda especificos fazendo com que
os elétrons sejam excitados, e ao retornarem ao estado fundamental liberem a energia
absorvida na forma de luz, resultando no emprego de técnicas de emissao da radiagao
eletromagnética (SPECTROSCOPY TECHNIQUES, 2020; RAMAKRISHNAPPA,
SURESHKUMAR e PANDURANGAPPA, 2020).

Para deteccao de nitratos e nitritos, as técnicas espectroscépicas comumente
envolvem a reagao de nitrito com reagentes especificos que produzirdo um composto
colorido que absorve radiagédo eletromagnética na faixa do visivel. A quantidade de
absorcao do produto da reagdo segue a lei da absorgao, ou lei de Beer, na qual a
absorbancia de luz € diretamente proporcional a concentragcéo da espécie absorvente.

Assim, a deteccao de nitrato e nitrito envolve o ensaio de Griess, no qual o
nitrito em meio acido reage com sulfanilamida e N-(1-Naftil) etilenodiamina (NED),
produzindo espécies coloridas que apresentem um maximo de absorcao de radiagao
em torno de 550 nm, sendo este comprimento referentes a regides do UV/Vis (Ultra-
violeta/ Visivel) (CHRISTIAN et al., 2014; WANG et al., 2017). Ja o nitrato necessita
ser primeiramente reduzido a nitrito, a partir da utilizagdo de reagentes especificos e
nao téxicos, ou seja, que nao cause danos a saude humana mesmo que em pequenas
quantidades (LIN et al., 2020). Para deteccao espectroscopica de compostos de nitro-
saminas, normalmente é realizada a aplicagdo de métodos indiretos, com formacéao
de fotoprodutos gerados a partir da aplicagdo da radiacdo UV (ALIZADEH e
FAROKHCHEH, 2014).

Na Tabela 3 estdo apresentados alguns trabalhos publicados que envolveram
a aplicacao de técnicas espectroscopicas para deteccéo de nitratos, nitritos e nitrosa-
minas em alimentos e aguas naturais. Sdo apresentados alguns parametros relacio-
nados a técnica espectroscopica empregada, condi¢des de analise, limites de detec-

cao (LD) calculados em comprimento de onda especifico e aplicagdes especificas.
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Tabela 3 — Aplicagéo de técnicas espectroscépicas para detecgéo de nitratos, nitritos e nitrosaminas em alimentos, bebidas e aguas naturais, com
indicagao da técnica especifica empregada, das condi¢gdes experimentais de analise, limite de detecgao calculado num comprimento de onda especifico e o

tipo de amostra

Nitrato / NO;

Ana-

Aplica-

Técnica Eletrdlito Parametro analitico Referéncia
lito cao
_ EITF-RTA, EITF-PASe  Acido salicilico (5%) (digest&o Repolho YANG et al.,
NO° , , , A=1200a 1500 cm™’ o
ERD acida), acido sulfurico chinés (2013)
NO- Redugao induzida por Imidazol, pH 7,5 ADTP+TRIS, A=25e3,4 M Agua do Guo et al., (2018)
> luz UV e coluna de Cd pH 7,7, SAA, EDN mar
. . Surfactante TritonX 100 (50 A=200nm;LD=4 mg ) Gaurav, Devi e
KNOs | Espectroscopia UV-Vis Agua
ppm) L Bansod, (2015)
_ A=515nm;LD=0,5mg  Aguado Murray et al.,
NOJ Colorimétrico Tampao citrato
L mar (2017)
Matriz de Resina A=1300a1500  Aguapo- Du, Ye e Dong,
KNO3 EITF — ERD
pHOa 14 cm’;LD=17mgL" tavel (2019)
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Nitrito / NO;
Parametro ana-
Analito Técnica Eletrdlito it Aplicacao Referéncia
itico
. . Cerveja, suco ,
_ Espectrofluorimetria de 3 mM NaH2POase 18 A =424 nm; LD Wang, Wu e Qin,
NO° . de péssego e
fase solida mM Naz2HPO4 pH 8,0 =10 ng L™ (2017)
uva
3 Colorimetria (diazotizagdo 0,4 mol L-' HCI, fenosa- Linguica, ba-
NO , , LD =1mgL" Hou et al., (2020)
de fenosafranina) frania 0,25 Mm con,couve
Colorimetria (corante me- . . .
. . Acido sulfanilico, rea- A=555nm;LD  Carne curadae Rocha, Da, Petruci
NaNO: tileno violeta 3 RAX) / es- .
A gente NED =0,14 yM vegetais e Cardoso, (2017)
pectrofotdmetro
Espectrofotdbmetro/ rea-  Hexacianoferrato de po- Carne proces- _ _
A =520 nm; LD Casoni, Badiu e
NaNO:2 cao de diazo-acopla- tassio Il, acido sulfani- sada, frango, .
= 0,4 mg kg™’ Frentiu, (2019)
mento lico, a-nafitilamina porco
A=270a360
NO- . _ Dimetilsulfoxido, HEPES Recursos hidri- Zhang, F. etal,,
j Fluorescéncia/ UV-Vis nm; LD =0,1
cos (2018)

pH 3,0

uM
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A =400 a 550
UV-irradiacdo de ,
NaNO: | ACBA nm; LD =10 Agua Wang et al., (2018)
uz
n mol L™’
Nitrosaminas/ R2N-N=0
. L . Parametro ana- L o
Analito Técnica Eletrélito i Aplicacao Referéncia
itico
o Tiossulfato de sédio, pH PF =11 a 45 ng ] )
NDMA Fluorescéncia Agua potavel Yang et al., (2015)
3,0/ HCI L
A=127e75nm
Fluorescéncia/ radiagao Metanol, acetonitrila e i Alizadeh e
NDPhA e DPhA . _ . LD =8x10%e Agua de poco
UV-Vis e fluorimetria agual/ solventes Farokhcheh, (2014)
1x10¥ mol L
. Cloroamina, dimetila- A =254 nm; LD ) o Soltermann et al.,
NDMA Irradiacdo UV _ Agua de piscina
mina clorada =0, 08 n mol L (2013)

Fonte: Elaborado pela Autora (2021).

EITF-RTA, EITF-PAS e ERD = Espectrometros Infravermelhos com Transformada de Fourier-reflexao total atenuada - Espectroscopia fotoacustica - Espectroscopia de Reflectancia Difusa; ADTP

= Acido dietilenotriamina pentacético; TRIS = Tris-(hidroximetil) aminometano; SAA = Sulfanilamida; EDN = n — (1-naftil) etilendiamina; UV-Vis = Ultravioleta Visivel; EITF — ERD = Espectrémetros
Infravermelhos com Transformada de Fourier- Espectroscopia de Reflectancia Difusa; NaH,PO, = Fosfato Monossédico; Na,HPO, = Fosfato Dissédico; HCI = Acido Cloridrico; HEPES = Agente
tamponante de &cido sulfénico zwiteridnico; ACBA = Acido 2-amino-6-clorobenzéico; A = Comprimento de onda; LD = Limite de Detecgao; PF = Potencial de Formagdo; NDMA = Nitrosodimetilamina;
NDPhA = Nitrosodifenilamina; DPhA = Difenilamina.
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Os trabalhos avaliados e apresentados na Tabela 3 mostraram que nitrato, ni-
trito e nitrosaminas sao frequentemente analisados em aguas naturais, mas também
em produtos carneos e outras bebidas. Contudo, a ingestdo de agua contendo estes
compostos € a forma mais comum de contaminagdo com estes e outros compostos,
por iSso gera uma maior preocupagao e consequentemente, maior numero de pesqui-
sas e publicacdes cientificas.

Valiente, Gémez-Alday e Jirsa (2019) empregaram a espectrofotometria com
base na reacdo de Griess, descrita anteriormente, para o monitoramento da concen-
tracdo de nitrato em aguas naturais. Neste trabalho, os autores empregaram também
alguns compostos como cations metalicos, vanadio Il e cadmio, cloreto de vanadio,
solucdo de sulfanilamida, etileno-diamino-tetra-acético (EDTA) e citrato de sdédio.
ApOs otimizagao dos parametros experimentais obteve-se um valor de LD de 0,55
umol L-'e empregando-se o método de adigdo padrao em amostras de aguas hiper-
salinas, e calculou-se a concentragdo de nitrito observando valores abaixo do LD pre-
viamente calculado e a eficiéncia de recuperagao de nitrato variou de 93% a 100%.
Desta maneira, observaram que o método proposto apresentou boa seletividade, sim-
plicidade e rapidez para a determinacao de nitrato em aguas salinas; entretanto, a
utilizacao do cloreto de vanadio, como um dos agentes redutores, promoveu uma di-
minuicao na eficiéncia da absorbancia medida.

Casoni, Badiu e Frentiu (2019) identificaram nitrito empregando-se a técnica
espectrofotométrica apds a reacéo de diazo-acoplamento, uma modificagao da reacéo
de acoplamento diazo de Griess. Para isto, o nitrito reagiu com acido sulfanilico e o
composto formado acoplado com 1-naftiiamina para formagdo de um azo-corante.
ApOs a reagao e a otimizacao das condi¢cdes de analise espectrofotométrica, obtive-
ram um LD de 0,4 mg Kg' e eficiéncia de recuperacéo proxima de 100%. A concen-
tragao de nitrito foi avaliada em amostras de produtos carneos como salame e salsi-
cha, e os valores observados se encontraram abaixo do valor permitido pela legislagao

da Comissao Europeia (150 mg Kg™).
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3.2Técnicas Cromatograficas

As técnicas cromatograficas sdo responsaveis pela separagdo de compostos
em misturas complexas, nas quais s&o empregadas uma coluna cromatografica com
fase estacionaria fixa e uma fase mével, que é responsavel pela eluicao e separagao
dos compostos presentes na mistura. Em fungéo da diferenga de mobilidade dos com-
ponentes da amostra entre essas duas fases, ocorre a separacgao e posterior detecgao
de cada um destes componentes em um detector especifico, cada um dos compostos
em sao identificados em um tempo diferente, chamado de tempo de retengao.

A cromatografia pode ser classificada de acordo com a fase mével utilizada
como gasosa, liquida ou com fluido supercritico. De forma geral, quando um gas inerte
€ empregado como gas de arraste o processo de separagao consiste na aplicagao da
cromatografia gasosa (CG), se a fase mével for um liquido constituido por solvente
organico e /ou solugdo aquosa que € bombeado por bombas especificas define-se o
uso da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (SCOTT, 1995; SKOOG et al.,
2006).

A CLAE é comumente aplicada para deteccao direta de nitratos e nitritos, pois
nao necessita da utilizacdo de reagentes especificos para modificagdo e/ou derivati-
zacOes da espécie de interesse. Na CLAE o detector mais comum é o de UV-Vis, onde
o nitrato e o nitrito sdo avaliados em faixas especificas de comprimento de onda na
regiao do UV (SINGH et al., 2019).

Ja as N-nitrosaminas, principalmente as volateis, também sao analisadas em-
pregando-se a CG com detecg¢ao por quimiluminescéncia ou por espectrometria de
massa (NAWROCKI e ANDRZEJEWSKI, 2011; VRZAL e OLSOVSKA, 2019).

Na Tabela 4 sao apresentadas algumas pesquisas que empregaram técnicas
cromatograficas para a detecg¢ao de nitrato, nitrito e compostos N-nitrosos em diferen-
tes amostras de alimentos e aguas naturais, indicando alguns parametros experimen-
tais (tipo de cromatografia empregada, constituicao de fase mével e fase estacionaria),
parametros analiticos (LD), e tipo de amostra em que as analises foram realizadas.
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Tabela 4 - Técnicas cromatograficas empregadas para a detec¢ao de nitratos, nitritos e nitrosaminas em e alimentos, bebidas e aguas naturais, com
indicacdo da técnica especifica empregada, das condicdes experimentais de analise, limite de detecgao, tipo de amostra

Nitrato / NO;

Parametro
Analito Técnica Condicgoes . Aplicacao Referéncia
analitico
HS CG/ MS de di- FM: He(g), taxa de fluxo (1,1 mL .
) . . _ . Vegetais con- Campanella, Onor
KNO3 luicdo isotdpica e min-') FM: carbonato isocratico, LD=2ugg"’ .
, . gelados e Pagliano, (2017)
Cl/ UV-Vis taxa de fluxo (1 mL min")
Taxa de fluxo (0,7 ml min-') FM:
. LD =27,4 ng _ ]
o CLAE/UV-Vis  gcetonitrila e hidrogenofosfato dis- Abdulkair, Elzupir e
NOZe NOZ mL'e0, 0006 Carne curada
IPC/ UV sodico, brometo de tetrabutilamo- ” Alamer, (2018)
ng ml-
nio 9
NO- NO- ] LD = 0,021, . ,
R FM: metanol e agua, taxa de fluxo Agua potavel
BrO-  SO2- UPLC-ESI/ MS , 0,033, 0,029, - Khan et al., (2021)
Y., oUs (0,2 mL min") microfiltrada
0,020 (ug L)
Legumes pro- _
_ HS CG/MS de di-  FM: He(g), taxa de fluxo (1,2 mL Pagliano e Mester,
NO; NR cessados e
luicdo isotdpica min-) (2019)
frescos
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Nitrito / NO;
Parametro anali- o
Analito Técnica Condigoes ’ Aplicacao Referéncia
ico
Antczak-Chrobot,
3 _ HPAEC CI/ LD =0,015e Subprodutos de .
NO~ e NO? Eluente: NaOH e agua ) Bak e Wojtczak,
CD 0,046 mg L™ agucar
(2018)
CLUAD —  dodecil sulfato de sédio, | D=0,114mg Carnes proces- Siddiqui et al.,
NaNO2 acetonitrila,
MS kg sadas (2018)
coluna: BEH C18
o Agua engarra-
CLUAD — eluicdo isocratica/ meta- | D = 0,04 ug L-1e
NO: nol em agua, fada comercial Khan et al., (2016)
ESI/MS 0,03 ug L .
coluna: BEH C18 e metropolitana
Cl bortatil/ LD = 0,005 mg
ortati : )
NO~ e NO~ P Eluente: KOH, L' 0,040 mg  Aguas naturais Murray et al., (2020)
DEL UV coluna: AG15 =
HS CG/ ioni- . .
_ Gas transportador: Nitro- Agua de super-  Zhang, S. X. et al.,
NO~ zagéo de LD =0,46 pg L™’

chama

génio, coluna: DB-5

ficie

(2018)
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Cl/Conduti- Coluna analitica de )
_ _ . Ning e Zhang,
NOZ vidade elé- anions e de protecao: LD =1 mg kg™ Sal 2014)
trica AS19, AG19
Nitrosaminas/ R2N-N=0
Parametro ana-
Analito Técnica Condicgoes it Aplicacao Referéncia
itico
_ LD =1,5, 0,4, Jurado-Sanchez,
NDMA, NMOR, NPYR, Metanol, pH (7,4) ajus- ,
CG/ MS 1,5,1,0,1,0,1,7 Agua Ballesteros e
NPIP, NDEA, NDBA tado com NaHCO3
ng L Gallego, (2010)
LD =1,82,1,86
NDMA, NDEA, NDPA, CG x CG- Metanol, diclorometano, Carne e vege-
1,54,1,75 Kocak et al., (2012)
NPYR, NPIP, NDBA NCD hexano, BPX5 e BPX50 tais grelhados
1,70,1,68 Pg

LD=0,35e1,0g

NDMA, NDEA, NPIP, CG-MS/ HS-  Gas de arraste: Gas He Lona-Ramirez et al.,
L-',0,12e0,4 g Vinho tinto

NDBA SPME pH3a3,5

L-1

(2016)
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NDMA, NDEA, NDPA,
DMDPN, NPIP, NDBA,
NDTMA, NEA, NDPhA

NDMA, NDBA, NDPA,
NMEA, NDEA, NPYR,
NPIP

NDBA, NDPA, NDEA,
NPYR

Poli (GMA-DVB), FE:

CLAE/ UV
acetonitrila, FM: agua
Mistura de acido acético,
éter metil terc-butilico,
CLAE/ MS
metanol, acido acético,
ARC-18
Metanol, acido acético,
CLAE/ DFL

acetonitrila, C18

LD = 0,009,
0,021, 0,031,
0,049, 0,038 g L™

LD =0,075a0,1
mg L

LD =1,3a2,5ng
L—1

Picles

Aguas recicla-
das e ambien-

tais

Produtos ali-

menticios

Liu et al., (2016)

Alexandrou, Bowen
e Jones, (2019)

Zhao et al., (2016)

Fonte: Elaborado pela Autora (2020).

HS CG/ MS = Cromatografia Gasosa com um detector de espectrometro de massa e Hadspace; Cl/ UV-Vis = Cromatografia I6nica/ detector Ultravioleta-Visivel; IPC/ UV = Cromatografia de par
I16nico/ Ultra Violeta; FM = Fase Movel; CG/C-IRMS = Cromatografia Gasosa/ Espectrometria de Massa de Razéao Isotépica de Combustao; CI-CD = Cromatografia |6nica com Detector de Condu-
tividade; CLUAD-MS = Cromatografia Liquida de Ultra Alto Desempenho com Detector de espectréometro de massa; CLUAD-ESI/MS = Cromatografia Liquida de Ultra Desempenho/ Espectrometria
de Massa; NaOH = Hidréxido de Sédio; BEH = Hibrido com Ponte de Etileno; CI-DEL UV = Cromatografia liquida com Diodo Emissor de Luz e detector Ultravioleta; HS CG /ionizagdo de chama

= Cromatografia gasosa-Hadspace (espaco vazio); NaHCO; = Bicarbonato de Sédio; Cl/Condutividade elétrica = Cromatografia I16nica; CG x CG-NCD = Cromatografia gasosa com sistema de
deteccéo por quimioluminescéncia de nitrogénio; CG-MS/ HS-SPME = Cromatografia Gasosa Acoplada com um detector de Espectrometro de Massa com Micro Extracdo de Fase Soélida; CLAE/
UV = Cromatografia liquida de Alto Desempenho com detector Ultravioleta; UPLC-ESI/ MS = Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massa por lonizagéo por
eletrospray; CLAE/ DFL = Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detector de Fluorescéncia; LD = Limite de Detecgéo; He = Hélio; NDMA = Nitrosodimetilamina; NMOR = Nitrosomorfolina;
NPYR = Nitrosopirrolidina; NPIP = Nitrosopiperidina; NDEA = Nitrosodietilamina; NDBA = Nitrosodibutilamina; NDPA = Nitrosodipropilamina; DMDPN = Nitroso-di-isobutilamina; NDTMA = Nitroso-
n-di-(3,5,5-trimetilhexil amina); NSC137 = Nitroso-n-metilanilini.
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Assim, de acordo com as informagdes apresentadas na Tabela 4, observou-se
a aplicacdo das técnicas cromatograficas para detecgdo de nitratos, nitritos e
nitrosoaminas em diferentes tipos de amostras. Dentre os trabalhos apresentados,
Siddiqui et al. (2018) empregaram a CLAE com espectrometria de massa como de-
tector do teor de nitrito de sédio. Para isto empregaram como fase movel solugbes de
acetonitrila e dodecil sulfato de sédio, obtendo valores satisfatorios de recuperagao
do nitrito. O valor de LD calculado, a partir da consideragdo de seis amostras em
branco e com adi¢ao de nitrito de sddio em baixos niveis de concentragao, foi 0,114
mg Kg' com 100% a 103% de recuperagao do nitrito em amostras de carnes proces-
sadas.

Wang et al. (2016) empregaram a CLAE com detector de fluorescéncia para a
determinacao de nitrito etapas de derivatizagdo do nitrito com 2,3-diaminonaftaleno
em meio acido para producao do composto fluorescente 2,3-naftotriazol. A fase movel
empregada na separagao foi constituida por agua e acetonitrila, resultando em um
método relativamente simples. Desta maneira, o valor de LD calculado foi 0,114 mg
Kg' e o método se mostrou confiavel, quando aplicado em amostras de alimentos,
como leite e carnes, ainda, onde a faixa de recuperacéo obtida para o nitrito foi de
113%.

Considerando-se a determinagao cromatografica de compostos N-nitrosos, ob-
servou-se que comumente € realizada a analise simultadnea de varias nitrosaminas em
alimentos, bebidas e aguas naturais ou residuarias. Neste contexto, Fan e Lin (2018),
determinaram sete N-nitrosaminas volateis, empregando etapas de microextragdo em
fase solida, seguida pela detecgdo com GC-MS, permitindo a analise simultdnea dos
analitos. Gas hélio, de alta pureza, foi usado como gas de arraste em fluxo constante,
auxiliando na aplicagdo da metodologia em amostras de agua potavel e cerveja, a
qual indicou maior concentragcdo de NDMA em agua potavel em comparagao com as
demais N-nitrosaminas e na cerveja o NPIP foi detectado em maior concentragdo. Os

valores de LD calculado variaram de 6 a 15,7 ng L.
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3.3Técnicas Eletroanaliticas

As técnicas eletroanaliticas possibilitam a identificacao e quantificacdo de va-
rios compostos quimicos de forma mais pratica e econémica em relagdo ao emprego
das técnicas espectroscépicas e cromatograficas, pois ndo necessitam de etapas
complexas de preparacdo de amostra, além de garantir rapidez e alta sensibilidade
para deteccao de analitos de diferentes classes quimicas (BAGHERI et al., 2017).

Em processos envolvendo a eletroquimica, medigcbes especificas ocorrem na
interface eletrodo-solugcédo. Medidas potenciométricas e potenciostaticas sdo dois ti-
pos importantes de técnicas dentro dos estudos da eletroquimica, sendo esta ultima
uma técnica de potencial controlado, que leva a espécie quimica a ganhar ou perder
elétrons a partir de reagao de oxidagcao/reducéo, resultando no surgimento de corrente
elétrica devido a dinamica de transferéncia de elétrons (WANG et al., 2017).

Assim, a revisao bibliografica mostrou que técnicas eletroanaliticas como a Vol-
tametria Ciclica, Voltametria de Pulso Diferencial e Voltametria de Onda Quadrada,
sao frequentemente empregadas para detecgcéo e quantificagdo de compostos quimi-
cos, como os aditivos alimentares garantindo parametros analiticos satisfatérios, prin-
cipalmente considerando-se seletividade e sensitividade.

O modo de aplicacao de pulsos de potenciais caracteriza o tipo de técnica vol-
tamétrica aplicada ao sistema. Na técnica de VC ocorre a aplicagao de potencial ini-
cial, e assim, ocorre uma varredura linear em funcdo do tempo. A aplicacdo desta
técnica, garante reconhecimento detalhado do tipo de sistema redox, ou seja, permite
obter informacdes quanto a termodinamica do processo redox, cinética de reacao de
transferéncia de elétrons, ocorréncia de processos de adsorgao e reprodutibilidade de
eletrodos. Porém, na Voltametria Ciclica a corrente capacitiva tende a ser somada, o
que seria uma desvantagem para a aplicagao da técnica, pois pode interferir no pro-
cesso de transferéncia de elétrons e consequentemente na sensibilidade da técnica
(SCHOLZ, 2010; WANG, 2006).

As técnicas de Voltametria de Pulso diferencial e Votametria de Onda Qua-
drada, envolvem a aplicagao de pulsos de potencial. Sendo assim, ambas apresentam
capacidade de minimizar a corrente capacitiva formada no processo, permitindo au-
mento na sensitividade. Porém, a técnica de Voltametria de Pulso diferencial se mos-
tra limitada para baixas velocidades de varredura de potencial, comprometendo a
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quantidade de pulsos por tempo (SCHOLZ, 2010; WANG, 2006). Por sua vez, a téc-
nica de Votametria de Onda Quadrada, garante uma maior sensitividade e seletivi-
dade ao sistema quando comparada a VPD, pois permite a aplicagao de maior numero
de pulsos por unidade de tempo. Assim, torna-se possivel otimizar a velocidade efe-
tiva das analises por meio da manipulacédo dos parametros da técnica, como o incre-
mento de varredura de potencial (AEs), frequéncia de aplicagdo dos pulsos de poten-
cial (f) e a amplitude de pulsos de potencial (a) (CHEN LEGRAND, BARUS E
GARGCON, 2017).

Para a realizagao dos estudos voltamétricos, a variagao de potencial elétrico é
aplicada entre o eletrodo de trabalho e o contra eletrodo, resultando em uma reacgao
redox na interface entre eletrodo-solucéo. Para que esta reagao, considerada nao es-
pontanea, ocorra de maneira satisfatéria, é preciso uma escolha adequada do material
que sera constituido o eletrodo de trabalho, de forma que este apresente caracteristi-
cas como baixa toxicidade, boa reprodutibilidade da superficie e boa condutividade
elétrica, além de garantir um baixo custo de fabricacdo (WANG, 2006).

Assim, eletrodos solidos constituidos por materiais eletricamente ativos, podem
ser preparados a partir de diferentes materiais, tais como platina, ouro, cobre, prata,
carbonos, mercurio, dentre outros. Eletrodos quimicamente modificados também po-
dem ser aplicados para deteccdo de nitratos e nitritos em diferentes amostras resul-
tando em sinais elétricos que s&o proporcionais as concentracdes destas espécies
quimicas. Geralmente, o nitrato esta envolvido em reag¢des de redugao, € o nitrito em
ambas as reagoes, de redugdo ou de oxidagdo (GUADAGNINI e TONELLI, 2013;
KOZUB, REES e COMPTON, 2010).

Ding et al. (2016) aplicaram a VC e um eletrodo de grafite poroso modificado
com quitosana e dopado com ferro para deteccao de nitrito. O eletrdlito de suporte
tampéo fosfato e amostras de nitrito foram misturadas e a concentracéo hidrogeni6-
nica do meio foi ajustada em pH 7,0. Resultados de VC indicaram que as correntes
de pico foram proporcionais a velocidade de varredura de potenciais, além de ter apre-
sentado linearidade em uma faixa de concentragdo de 0,2 a 0,8 m mol L-'. O valor de
LD calculado foi de 8,1 x10-3mmol L', a partir da determinagéo de nitrito em agua
potavel.

Mumtarin et al. (2020) empregaram a VPD e um eletrodo de platina com cobre
depositado em sua superficie para a detecgao de ions nitrato. Para isto, foi necessario

um tratamento quimico de maneira a remover 6xidos de cobre (I e Il), que poderiam



41

interferir na reacéo desejavel de reducdo de nitrato. Assim, observou-se que o ele-
trodo modificado favoreceu o efeito catalitico para a reagao de interesse. Para obten-
c¢ao de melhor desempenho de deteccéo, concentragdes variaveis de nitrato em solu-
¢coes de KCI (0,1 mol L"), foram registradas entre faixas de concentragdo de 0,12 e
4,75 mmol L™'. Além disso, o LD no processo de redugdo de nitrato a nitrito foi calcu-
lado e correspondeu a 0,159 umol L. A eficiéncia do eletrodo avaliada para a detec-
¢ao de nitrato em amostras de aguas de torneira, empregando-se o método de adi¢gao
padréo, resultando em uma recuperacéo de 100% a 102%.

Bui et al. (2016), realizaram a detecg¢ao de nitrato e mercurio empregando-se
as técnicas Voltametria de Pulso Diferencial e a Voltametria de Redissolugcédo anddica
de Pulso Diferencial (VRPD) e sensores eletroquimicos descartaveis a base de papel
carbono em combinagao com nanoparticulas de ouro e selénio. Para detecgao de ions
nitrato, as nanoparticulas de ouro auxiliaram como materiais catalisadores para redu-
¢ao de nitrato na superficie do sensor desenvolvido. Assim, a partir disso, na presenca
de concentragdes de nitrato em solugdo de KCI (0,1 mol L") foi possivel calcular o
valor de LD de 8,6 umol L-'. A metodologia foi aplicada para detecgéo de nitrato em
amostras de agua do lago e de escoamento agricola, e os resultados da detecg¢ao se
mostrou preciso, com variagao de 107% a 113% para o parametro de recuperagao de
nitrato nas amostras de aguas analisadas.

Bagheri et al. (2017), empregaram a VOQ para a detecgao simultanea e indivi-
dual de nitrato e nitrito empregando-se eletrodo de carbono vitreo modificado com
nanoparticulas de cobre, nanotubos de carbono de parede multipla e 6xido de grafeno
reduzido. Este sistema permitiu a realizagdo de analises em concentragdes pequenas
dos analitos, onde foi obtido resultado voltamétrico a partir da reagao catalitica para
nitrato e nitrito, considerando-se o emprego de solugdes de sulfato de sédio e acido
sulfurico pH 3,0, e uma faixa linear de concentracio de nitratos e nitritos de 0,1 a 75
u mol L-*. Com as condigbes experimentais otimizadas, os valores de LD foram cor-
respondentes a 20 nmol L' e 30 nmol L' para nitrato e nitrito, respectivamente. Para
validar a eficiéncia da metodologia, esta foi aplicada em amostras de agua mineral,
torneira, e alimentos, como o salame, salsichas e queijo, onde se observou valores
satisfatorios de taxa de recuperacao para nitritos e nitratos, correspondendo a 98% e
102%, respectivamente. Além disso, o eletrodo se mostrou seletivo em estudo de in-
terferentes de ions comuns, como potassio, sédio, calcio, os quais sao susceptiveis

de serem encontrados em aguas naturais.
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Suma et al. (2019) aplicaram VOQ para quantificagao de nitrito, considerando-
se a oxidacao do analito sobre superficie de um eletrodo de carbono vitreo modificado
com oxido de grafeno reduzido e polianilina-arsenomolibdato. Para os procedimentos
analiticos e aplicagao da técnica voltamétrica otimizada, a solugao de sulfato de sédio
e acido sulfurico pH 4,0 foram empregados como eletrdlitos de suporte, resultando em
um valor de LD de 10,71 ymol L-'; além do aumento de corrente de pico, em baixos
valores de potencial. O eletrodo desenvolvido foi aplicado para determinagao de nitrito
em amostras de casca de pepino e agua de diferentes fontes, resultando em um pro-
cedimento analitico com boa seletividade. A presenca de possiveis compostos cati6-
nicos e anidnicos, como o potassio, sédio e nitratos foram avaliados como possiveis
interferentes. Além destes, também foram analisados o acido ascérbico e os ions per-
clorato, na concentracido de 600 mmol L', os quais resultaram na diminuigdo da res-
posta de corrente provenientes da reacao de nitratos e nitritos.

Bommireddy e Palathedath (2020) empregaram grafite de lapiseira modificado
com nanoestruturas bimetalicas de cobre e prata na presenga dos surfactantes Dode-
cil Sulfato de Sédio (SDS), Triton e CTAB e deteccdo amperométrica para determina-
cao de nitrato. Eles observaram que a presenca de SDS em eletrélito KOH 0,1 mol L-
e pH préximo 10 possibilitou a obtengdo de picos voltamétricos mais sensiveis e es-
taveis considerando-se a redugao do nitrato. Além disso, foi possivel obter baixo LD,
cerca de 34,0 nmol L. O sensor desenvolvido foi aplicado em aguas poluidas e em
instalacdes de desnitrificacdo e como forma de validacdo do parametro de seletivi-
dade, e foram realizados estudos de interferentes que sdo comuns em aguas, como
o ion nitrito e o cloro, os quais nao apresentaram resposta de corrente significativa em
relacao analito.

Ramakrishnappa, Sureshkumar e Pandurangappa (2020) empregaram a VC e
um eletrodo de trabalho constituido por esferas de carbono vitreo modificadas com
oxido de cobre em substrato de grafite pirolitico para detec¢ao e estudo de reagéo de
oxidagao e redugao de nitrito e nitrato. Em meio de acido percldrico e perclorato de
sodio, calculou-se valores de LD de 1,032 ug L' e 2,038 ug L™ para nitrato e nitrito,
respectivamente. Este sistema foi aplicado para analise de sucos de frutas e em solos.
Nas amostras de sucos de frutas observou-se que alguns carboidratos, como a gli-
cose, influenciaram nas respostas de corrente do analito; entretanto, a oxidacido da
glicose ocorreu em intervalos de potencias distinto do nitrito, indicando a boa seletivi-

dade da metodologia proposta.
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Na Tabela 5 estdo apresentados alguns trabalhos que empregaram técnicas
eletroanaliticas para detecg¢ao de nitrato, nitrito e compostos N-nitrosos em diferentes
amostras de alimentos e aguas, indicando algumas informagdes como o eletrdlito de

suporte e eletrodo de trabalho empregados, bem como os valores de LD calculados.
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Tabela 5 — Metodologias eletroanalitica desenvolvidas para detecgéo de nitratos, nitritos e nitrosaminas em amostras de alimentos, bebidas e aguas
naturais, com indicagédo da técnica especifica empregada, das condigdes experimentais de analise, limites de deteccao calculados e aplicagdo em diferentes
tipos de amostras

Nitrato / NO;

Eletrélito de su- Parametro ] o
Analito Técnica  Eletrodo de trabalho o Aplicacao Referéncia
porte analitico
Eletrodo de papel ]
NH4NOs, VPD e LD=8,6 u Aguado lago e es- .
carbono/ PEG-SH / KCI 0,1 mol L' ) Bui et al., (2016)
Hg?* VRPD mol L coamento agricola
SePs / AuNPs
Cu baseado em na- LD=1,35uy Agua de torneira e Liang, Zheng e
NaNO3 VPD _ Na2S040,1 mol L™’ . .
nofios mol L’ ro Liu.,(2016)
_ LD=1,7a Agua mineral en- Stortini et al.,
NO’ VC e VWL CuWNEE H2S04 1m mol L
3,0 y mol L garrafada (2015)
LD=0,74a . . _
_ Agua subterranea Mahmoudian et al.,
NO° VPD GCE/ PdNCs-PPy PBS 0,1 mol L' 248 umol L- ,
] e agua encanada (2015)
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Chen Legrand,

_ LQ=0,39y Agua do mar e so-
NOZ voQ Au/AgNPs KNO3 Barus e Gargon,
mol L lugéo de cloreto
(2017)
0,05 mol L' de . , .
B LD=0,16 u Agua mineral, solo Naser-Sadrabadi e
NOZ EBP DVD/ Cu e Pd CuS0Os, 0,1 mol L ,
mol L’ agricola, vegetais Zare, (2019)
de Na2SO4
Nitrito / NOZ—
] o Eletrdlito de su- Parametro L .
Analito Técnica Eletrodo de trabalho Aplicagao Referéncia
porte analitico
Amperome- SPCE-PEDOT-FePc— PBSO,1molL" |p=71x10° . .
NaNO: . Agua de torneira Lin et al., (2010)
tria-VC MWCNT pH 6,0 mol L
Amperome- PBS 0,1 mol L LD=0,4u ,
NaNO:2 GCE/ Cu-NDs-RGO Agua de rio Zhang et al., (2013)
tria mol L
pH 2,0
PBS LD =9x10® Salame, linguicae
NaNO2 VPD CPE/ PVI Yildiz et al., (2014)
mol L mortadela

pH 4,0
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B LD =0,53
NOZe lo- | Amperome- PBS 0,025 mol L , _
_ GCE/ PEDOT/Au/GO mol L' e 0,62 Agua Ali et al., (2017)
dato tria pH 6,86
g mol L
PBS 0,1 mol L' LD = 0,95 u o ] Turdean e Szabo,
NaNO: vVOQ G/My-SWCNT/ Nafion Linguigas suinas
pH 7,0 mol L (2015)
Agua potavel, car-
PBS 0,2 mol L LD =0,13 Juap
NaNOz2 VPD SPCE-ERGO / AuNPs nes processadas e Jian et al., (2018)
pH 4,0 mol L’ N
’ produtos aquaticos
Nitrosaminas/ R2N-N=0
] o Eletrélito de su- Parametro L L
Analito Técnica Eletrodo de trabalho Aplicacgao Referéncia
porte analitico
VC e impe- Monoetanolamina/
NPYR, _ g . _ Solugdo aquosa de  1hompson etal,,
dancia ele- Xerogel de Carbono  N-nitrosaminas com NR . 2019
NDEA amina ( )
troquimica cloreto de sédio
PBS LD=0,07ug Vegetais organicos Coffacci et al.,
NDMA VOQ DDB L
e convencionais (2013)

pH 2,2 L
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NDMA

Impedancia
Eletroqui-

mica

LD = 0,85 g
|_—1

ECV/ MIP e NIP PBS

Agua potavel

Cet6 et al., (2016)

Fonte: Elaborado pela Autora (2020).
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PEG-SH / SePs / AuNPs = Poli (etileno glicol) metiltiol/ Particulas de Selénio/ Nanoparticulas de Ouro; CUWNEE = Conjunto de eletrodos de nanofios
de cobre; GCE/ PANCs-PPy = Eletrodo de Carbono Vitreo modificado com Nanoparticulas de Paladio Revestidos com Polipirrol; Au/AgNPs = Ouro
modificado com Nanoparticulas de Prata; DVD/ Cu e Pd = Disco Versatil Digital modificado com Cobre e Paladio; EBP = Eletroqupimica Bipolar; SPCE-
PEDOT-FePc — MWCNT = Carbono Impresso em Tela Modificado com poli (3,4-etilenodioxitiofeno) e Nanotubos de Carbono de Parede Multipla; GCE/
Cu-NDs-RGO = Eletrodo de Carbono Vitreo modificado com Nanodendritos de Cobre e Oxido de Grafeno Reduzido; CPE/ PVI = Eletrodo de Pasta de
Carbono modificado com Polivinilimidazol; GCE/ PEDOT/Au/GO = Eletrodo de Carbono Vitreo modificado com poli (3,4-etilenodioxitiofeno), ouro e 6xido
de grafeno; G/My-SWCNT/ Nafion = Eletrodo de Grafite modificado com Mioglobina, Nanofios de Carbono de Parede Unica, Filme Nafion; SPCE- ERGO
/ AuNPs = Eletrodo impresso em tela descartavel modificado com Nanoparticulas de éxido de grafeno e nanoparticulas de ouro; NR = Nao Reportado;
DDB = Diamante Dopado com Boro; ECV/ MIP e NIP = Eletrodo de Carbono Vitreo/ polimero com impressdao molecular e polimero sem impresséo
molecular; ECV = Eletrodo de Carbono Vitreo; VC = Voltametria ciclica; VOQ = Voltametria de Onda Quadrada; VPD = Voltametria de Pulso diferencial;
VRPD = Voltametria de Redissolu¢do anddica de Pulso Diferencial; VVL = Voltametria de Varredura Linear; pH = Potencial Hidrogenidnico; PBS =
Tampéo Fosfato; LD = Limite de Detecgéo; LQ = Limite de Quantificacao.
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Yildiz et al. (2014) desenvolveram um estudo com foco na detecgao ele-

troquimica do ion nitrito empregando-se a Técnica de Voltametria Cicica e um
eletrodo de pasta de carbono modificado com polivinil-imidazol. Em meio de tam-
pao fosfato pH 4,0 o nitrito apresentou pico de oxidagdo com boa sensitividade
e seletividade em 0,83 V e obtiveram um LD de 9x10-® mol L-' com aplicagéo da
Voltametria de Pulso Diferencial. A metodologia proposta foi aplicada em amos-
tras de produtos carneos e o estudo de interferentes, como ions cloreto, potassio,
sodio, calcio e o nitrato, indicaram que a presenca destes interferentes promo-
veram a competicdo com o ion de interesse e resultaram na adsorcao dos ions
na superficie do eletrodo.

Araar et al. (2019) realizaram a detec¢ao de nitrato empregando-se a VOQ
e um eletrodo de carbono vitreo modificado com filme fino de complexos aniéni-
cos de cobre (Il), que neste caso este em especifico, serviu como material para
construgcao de polimeros, como o policloreto de vinila. Em meio de tampéao de
acetato de sédio/acido acético pH 4,0, observou-se valores de corrente de pico
para reducao de nitrato, que resultou em um valore de LD calculado de 1,2x10"
'mol L-'. A metodologia foi aplicada em amostras de agua, nas quais alguns
ions inorganicos como os sulfatos, cloretos e fosfatos, podem ser considerados
como interferentes. Diante disso, o efeito da adigcdo destes ions, foram estuda-
dos e os resultados indicaram uma maior afinidade da superficie do sensor pelo
ion nitrato, indicando que o sensor desenvolvido pode ser aplicado com confia-
bilidade para determinagao de nitrato em amostras de aguas de rios.

No caso das N-nitrosaminas, a grande maioria das pesquisas envolvendo
a eletroanalitica, detectam e quantificaam nitrosaminas volateis, como a NDMA
gue é reconhecido como provavelmente carcinogénico aos seres humanos e ani-
mais. A maior parte dos trabalhos envolve identificacdo e quantificacdo destes
compostos em aguas naturais, isto em fungdo da elevada solubilidade destes
compostos em agua, resultando em contaminacdo (NAWROCKI e
ANDRZEJEWSKI, 2011).

Assim, Cet6 et al. (2016) empregaram a espectroscopia de impedancia
eletroquimica para detecdo de NDMA, empregando um sensor eletroquimico
preparado com carbono vitreo que foi modificado com polimeros impressos e
sem impressao molecular. Como os niveis de nitrosaminas em amostras de
aguas devem ser em quantidades muito baixas, na escala de ng L', a

metodologia proposta envolveu etapas, de pré-concentracédo para se conseguir
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uma deteccdo mais confiavel do composto, ou um LD mais baixo, ja que o

calculado correspondeu a 0,85 ug L™'. No entanto o sensor se mostrou bastante
seletivo para detecgdo de NDMA em agua potavel, comparando-se os sinais
obtidos com aqueles resultantes da analise de outras moléculas com estruturas
quimicas semelhantes ao NDMA.

Coffacci et al. (2013) empregaram a VOQ aliada a um eletrodo de
diamante dopado com boro para detecgdo de N-nitrosaminas totais,
especificamente o NDMA. Em meio de tamp&o PBS pH 2,2 obtiveram melhores
resultados para a oxidagao da nitrosamina. O LD calculado foi 0,07 ug L™" valor
abaixo da concentracdo maxima permitida pelo conselho ambiental para
contaminates quimicos em legumes frescos (10 ug L™'). A analise de vegetais
provenientes da agricultura orgéanica indicou que nestes produtos foram
observadas quantidades maiores de nitrosaminas se comparado com a
agricultura convencional, e uma das causas para isso acontecer é devido a
utilzagéo de fertilizantes para tratamento no cultivo destes vegetais.

Considerando-se as pesquisas apresentadas anteriormente, observou-se
que a maioria dos estudos na literatura para detecgao e quantificagao de nitritos,
nitratos e das nitrosaminas, emprega eletrodos quimicamente modificados. Uma
das vantagens em se utilizar este tipo de superficie em relagéo a superficie do
eletrodo sem modificacédo é devido a melhor interagdo com o analito de interesse
na superficie condutora, garantindo uma melhor transferéncia de elétrons
(SAJID, BAIG E ALHOOSHANI, 2019). Porém, o processo de preparacao destes
sensores eletroquimicos contribuiu para aumentar o tempo de
analise, além de proporcionar aumento de custos do processo decorrente a es-
colha dos materiais selecionados para as modificagdes dos eletrodos.

Assim, como forma de substituicdo dos eletrodos com superficie modifi-
cada para determinagdao de compostos como o nitrato, nitrito e nitrosaminas, é
possivel o emprego de eletrodos sem modificacdo de superficie, nos quais al-
guns destes também garantem rapida detecgao dos analitos, area eletroquimi-
camente ativa e ndo exigem demoradas e complexas etapas de preparacéo.

Na Tabela 6 estao apresentados, alguns materiais que podem ser empre-
gados para a preparagao dos eletrodos de trabalho, assim como o intervalo de
potencial ideal para ser aplicado no sistema, levando em consideragédo o pH do

meio onde sera empregado.
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Os eletrodos preparados a partir de carbono (nanotubos de carbono de

parede simples/multipla, grafeno, grafite, diamante dopado com boro) apresen-
tam vantagens como baixo custo e ndo serem toxicos. Assim, o carbono é um
material condutor que variadas aplicabilidades nas pesquisas para deteccao de
nitratos e nitritos em amostras de alimentos e bebidas. A modificagdo da super-
ficie destes eletrodos € realizada, por exemplo, em combinagdo com outros ma-
teriais como as nanoparticulas de metais, como o cobre (Cu) e a prata (Ag)
(SAJID, BAIG e ALHOOSHANI, 2019).

Tabela 6 - Materiais empregados para preparagéo de eletrodos de trabalho e seus res-
pectivos valores de pH onde podem ser empregados com seus respectivos intervalos de poten-
cial onde podem ser empregados sem a interferéncia de reagdes paralelas de oxidagao/redu-

¢ao do solvente

Material do eletrodo pH Intervalo de potencial (V)
Merciirio 4,5 ou meio -2,0 2 +0,4 ou -2,3
basico
Carbono vitreo 4,5 -0,8a+1,2
Pasta de carbono 4,5 -1,6a+1,1
Diamante dopado com boro 2,0 -1a+2,5
Platina 4,5 -0,5a+1,2

Fonte: adaptado Amine e Mohammadi, (2019).

Nas Figura 3, Figura 4 e Figura 5, considerando-se a analise de nitratos,
nitritos e nitrosoaminas, respectivamente, estao representados as porcentagens
relacionadas aos tipos de materiais empregados para o desenvolvimento dos
eletrodos de trabalho e nos graficos em barras, estdo especificados quais séo
esses materiais e a quantidade de pesquisas que empregaram estes materiais
para constru¢ao dos eletrodos de trabalho para posterior detecgdo de compostos

e nitratos, nitritos e nitrosaminas em amostras de alimentos e bebidas.
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Figura 3 - Representagao grafica relacionando a propor¢ao dos materiais empregado na preparagao
de eletrodos para emprego na detecc¢ao de nitratos em alimentos e bebidas

Ma.M JidBiossensor HEMetal WESI

Fonte: Elaborado pela Autora (2021).

Q. M = quimicamente modificado; ESI = eletrodo seletivo de ions; Au/AgNPs = dispersao de nanoparticulas de prata sobre o ouro; AgNPs/PMA/SPCEs =
Eletrodo de carbono descartavel impresso em tela modificado com Nanoparticulas de prata incorporados em acido polimetacrilico; PGE/Cu-Ag = Eletrodo de
grafite com nanoparticulas bimetalicas de cobre e prata; Pt/Cu = Paltina modficado com Nanoparticulas de cobre; Pd —Sn = Paladio e Estanho;
PGE/MWCNT/Cu/PANI = Eletrodo de grafite de lapiseira modificado com nanoparticulas de ouro no nanotubo de carbono de paredes multiplas/ Cobre —
Polianilina; Au/ Ag = Nanoparticulas de Ouro modificado com Nanoparticulas de prata; PEG-SH/SePs/AuNPs = Eletrodo de papel de carbono descartavel
funcionalizado com particulas de selénio e nanoparticulas de ouro; Ag /AgNC = Disco de prata policristalino modificado com nanoparticulas de prata; Sensor
chip/ CuNPs = sensor pulverizado com Tantalo, platina e modificado com Nanoparticulas de Cobre; AQNPs/CTS/PVP/MNE = Auto-montagem de nanoparti-
culas de prata em quitosana / polivinilpirrolidona; PVC = Policloreto de Vinila; Enzima NR = Enzima Nitrato Redutase; TiO, e enzima NR = nanofibras de
Didxido de Titanio e Nitrato Redutase.
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De acordo com a Figura 3, relacionada a detecg¢ao de nitratos, observa-
se que cerca de 56% dos trabalhos publicados envolvem o emprego de eletrodos
quimicamente modificados. Os metais contabilizaram uma proporgao de 25%
dos materiais apresentados na literatura para desenvolvimento dos eletrodos de
trabalho.

Amini, Maleki e Maleki (2021) desenvolveram um eletrodo quimicamente
modificado com nanoparticulas de cobre, diéxido de titanio e Nafionr imobilizado
sobre a superficie de carbono vitreo, detecg¢ao de nitrato empregando-se a téc-
nica de Voltametria de Pulso Diferencial. Empregando-se solugdo tampao de
fosfato com pH 1,7, o nitrato apresentou pico de oxidagao com boa sensitividade
em valor de potencial de -0,8 V, resultando em um valor de LD 2,1 ymol L. O
sensor desenvolvido foi aplicado para detecgao de nitrato em amostras de aguas
de rio e de torneira, com valor de recuperagao de nitrato de 99% a 104%.

Hassan et al. (2019) empregaram um eletrodo de carbono vitreo modifi-
cado com nanotubos de parede multipla para detec¢ao de nitrato utilizando téc-
nicas analiticas de cronoamperometria e a amperometria. O sensor proposto re-
sultou em um LD de 2,8x10® mol L-'e se mostrou com boa estabilidade para a
detecgdo de nitrato em amostras de aguas residuais.

Dhanya, Saumya e Rao (2013) utilizaram um eletrodo de prata modificado
com nanoparticulas de prata estabilizadas com surfactantes para deteccao de
nitrato. Os estudos voltamétricos foram realizados empregando-se a VOQ, em
meio tampao fosfato monossddico pH 4,5. Nestas condi¢des, o sensor desen-
volvido apresentou boa precisdo e possibilitou o calculo do valor de LD de
1,5x107" mol dm, que foi entdo aplicado para deteccao de nitrato em amostras
de aguas de lengais freaticos.

Vakilian e Massah (2018) desenvolveram um biossensor portatil para a
determinacao de nitrato a partir da reacao de reducao a nitrito. Para esta finali-
dade, a nitrato redutase (NR) foi extraida de fontes vegetais e bacteriana e apli-
cado como biocatalizador em carbono vitreo. O biossensor desenvolvido foi co-
locado em contato com amostras de agua potavel, suco, extrato vegetal e saliva
humana e entdo os sinais analiticos foram avaliados por técnicas eletroanaliti-
cas, como a Voltametria Ciclica.

Assim como na detecgao de nitrato, os biossensores também apresenta-

ram aplicagao para deteccao de nitritos. Para isto, foram empregados a Nitrato
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Redutase (NR) e a Nitrito Redutase (NiR), imobilizadas em superficies de mate-

riais de carbono em processos de reducgdo eletroquimica destes analitos
(DINCKAYA et al., 2010; MONTEIRO et al., 2015). Além dos biossensores, na
Figura 4 também estdo apresentados alguns materiais que foram empregados
na preparagao de eletrodos de trabalho para a deteccao eletroquimica de ions

nitrito.

Figura 4 - Representagao grafica relacionando a proporgao dos materiais empregado na pre-
paragao de eletrodos para emprego na detecgao de nitritos em alimentos e bebidas

EHQ.M MBiossensor LiMetal ECarbono

Fonte: Elaborado pela Autora (2021).
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A analise da Figura 4 mostrou que os eletrodos quimicamente modificados
apresentaram grande aplicabilidade (82%) nas pesquisas envolvendo a determi-
nacéo de nitrito em amostras de aguas, bebidas e alimentos. Na maioria dos
trabalhos, o eletrodo de carbono vitreo foi utilizado como substrato para modifi-
cacgao das superficies dos eletrodos e posterior detec¢éo dos analitos, e em mui-
tos trabalhos os autores compararam as respostas obtidas com o eletrodo modi-
ficado e sem modificacdo, como forma de comparagao e observagao da melhor
resposta eletroquimica. Além disto, observou-se que os eletrodos de carbonos
correspondem a cerca de 11% dos materiais empregados na detecgéo de nitrito.
Zou et al. (2021) empregaram um sensor preparado com carbono vitreo
modificado com nanofolhas de dissulfeto de molibdénio oxidado para a detecgao
eletroquimica das respostas de oxidacao de nitrito. A técnica de Voltametria Ci-
clica e cronoamperometria em meio de solugao de tampéao Britton-Robinson (BR)
pH 4,0 foram empregadas para avaliagao da resposta eletroquimica do nitrito de
sodio. Nestas condicdes, observou-se uma mais efetiva transferéncia de elétrons
na superficie do eletrodo de carbono vitreo modificado com nanofolhas de dis-
sulfeto de molibdénio oxidado, devido ao aumento da superficie de trabalho, re-
sultando assim em uma maior intensidade de corrente de pico se comparado
com eletrodo sem modificagdo. Neste estudo, o LD calculado foi 0,028 ymol L,
e outros parametros analisados foram satisfatorios, permitindo a analise em
amostras de salsichas e vegetais em conserva com faixa de recuperagao de 96%
a 104%.

Jilani et al. (2020) preparam um eletrodo de carbono vitreo modificado
com ftalocianinas de cobalto (II) e nanoparticulas de carbono para detecgao de
nitrito empregando-se, a Voltametria Ciclica e a Voltametria de Pulso Diferencial.
A reacao de oxidacao do nitrito foi estudada em meio solugao tampao fosfato pH
7,0, indicando um aumento de corrente de pico sobre do eletrodo modificado
quando comparado com o eletrodo sem modificacdo, devido a maior atividade
eletrocatalitica. A aplicabilidade do eletrodo foi avaliada com a detecgao de nitrito
em amostras de leite, obtendo-se uma boa faixa e recuperagao de 96% a 102%.

Stankovi¢ et al. (2016) empregaram um eletrodo de carbono vitreo modi-
ficado quimicamente com cério, titanio e diéxido de selénio dopado com 6xido
de grafeno reduzido para a detecc¢éo de nitrito. Experimentos de VC foram reali-

zados em meio de tampéo Britton-Robinson (BR) com pH 4,2 e com varredura
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de potencial entre 0 a 1,5 V. O eletrodo preparado com 6xido de grafeno reduzido

dopado com dioxido de cério apresentou maior sensibilidade para corrente de
pico, resultando em um LD calculado de 0,18 umol L. Para estudo da viabilidade
deste eletrodo, o mesmo foi aplicado para detecg¢ao de nitrito em agua de torneira
e se mostrou promissor.

Saeed et al. (2015) empregaram um eletrodo de carbono vitreo modifi-
cado com nanoparticulas de ouro e ftalocianinas de ferro para deteccéo de nitrito.
O estudo eletroquimico do nitrito foi realizado com a técnica de Voltametria de
Pulso Diferencial em meio de tampao fosfato pH 5,8 e utilizando-se o eletrodo
modificado e sem modificagdo. Com isso, foi obtido um LD de 0,21 mol L, e
como forma de avaliar o eletrodo desenvolvido, este foi aplicado em analises de
nitrito em amostra de agua de torneira e se mostrou viavel analiticamente.

Varios outros materiais foram aplicados para desenvolvimento de eletro-
dos de trabalho e deteccao de nitrito. Em outras pesquisas, o 6xido de grafeno
eletroquimicamente reduzido e nanoparticulas de ouro, foram aplicados para
modificagcdo de um eletrodo de carbono impresso em tela. Este eletrodo foi apli-
cado para determinacédo de nitrito em amostras de alimentos onde o éxido de
grafeno apresentou-se como material promissor devido a uma rapida transferén-
cia heterogénea de elétrons, onde no estudo da oxidagao do nitrato ocorreu sa-
tisfatoriamente um deslocamento do pico anddico (JIAN et al., 2018).

Sendo assim, o eletrodo preparado com grafeno tém sido aplicados prin-
cipalmente para deteccao de nitratos e nitritos (LI et al., 2017; LI et al., 2020;
MUTHUMARIAPPAN et al., 2017; TANG et al., 2012; ZOU et al., 2017).

Assim, como para os compostos de nitratos e nitritos, mesmo em menor
quantidade os trabalhos as técnicas eletroanaliticas também sao desenvolvidos
para deteccao de nitrosaminas, e alguns materiais que foram utilizados em algu-

mas pesquisas estdo apresentados na Figura 5.
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Figura 5 - Representacgéao grafica relacionando a propor¢cao dos materiais empregado na
preparacao de eletrodos para emprego na deteccao de nitrosoaminas em alimentos e bebidas

BEQ.M ECarbono

Fonte: Elaborado pela Autora (2021).

Q. M = quimicamente modificado; GCE/ MIP e NIP = Eletrodo de Carbono Vitreo modificado com Polimero com Impress&o Molecular e Nao Molecular; DDB
= Diamante Dopado com Boro; C.E = Eletrodo de Carbono Estacionario.
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Na analise da Figura 5, onde s&do apresentados os materiais empregado

na preparacao de eletrodos de trabalho para a deteccao de nitrosaminas, obser-
vou-se que, somente 25% dos trabalhos analisados empregaram eletrodos qui-
micamente modificados e 75% das pesquisas utilizaram os eletrodos de carbo-
nos, como o de diamante dopado com boro e o carbono xerogel (THOMPSON
et al., 2019; COFFACCI et al., 2013).

Coffacci et al. (2013), desenvolveram uma metodologia para detecgao de
nitrosaminas, em especifico a NDMA, aplicando a técnica de Voltametria de
Onda Quadrada e o eletrodo de diamante dopado com boro. Os estudos volta-
métricos foram realizados em meio tampao de fosfato pH 2,2, o valor de LD cal-
culado foi de 0,07 y L' (partes por bilhdo). Neste trabalho, a NDMA foi quantifi-
cada e detectada em amostras de vegetais convencionais e organicos, onde ob-
tiveram a partir da aplicacédo da técnica eletroquimica, valores de menor concen-
tracdo para as culturas cultivadas de forma organicas em relagdo as culturas
cultivadas de forma convencional, ndo necessitando as primeiras, da adi¢cao de
fertilizantes nitrogenados.

Portanto, como apresentado nos graficos de pizzas e diante da descrigéo
de algumas pesquisas, dentre os eletrodos empregados para detecgao destes
trés compostos quimicos, nitratos, nitritos e nitrosaminas, o carbono vitreo teve
varias aplica¢des. E algumas vantagens deste material é o baixo custo, amplo
intervalo de potencial e boa reprodutibilidade (WANG, 2006). Sendo assim, se
mostrou ser um material promissor para o desenvolvimento dos eletrodos de tra-
balho para estas aplicacbes em especifico.

Para desenvolvimento de metodologias analiticas futuras, recomenda-se o
desenvolvimento de pesquisas que explorem os eletrodos sdlidos a base de mer-
curio e prata, amalgama de prata, pois, nos artigos compilados para este trabalho
de revisado, nao apresentaram aplicagao analitica quando se refere a determina-
¢ao de compostos como os nitratos, nitritos e nitrosaminas em alimentos, aguas
e outras bebidas. Contudo, estes sdo materiais que garantem uma superficie
homogenia e com boa reprodutibilidade durante medi¢cdes voltamétricas, po-
dendo garantir resultados satisfatérios.
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4 CONCLUSAO

Nesta revisao bibliografica foi realizada uma avaliagdo das produgdes cientifi-
cas referentes a uma década (2010 a 2021) relacionados a determinagéo dos aditivos
alimentares nitratos, nitritos e das nitrosaminas, sendo este ultimo um dos principais
compostos cancerigenos que podem se formar em aguas naturais e produtos alimen-
ticios, como as carnes e os vegetais. Diante disso, as pesquisas desenvolvidas apre-
sentaram metodologias analiticas para identificagdo e quantificacdo destes compos-
tos organicos e inorganicos, onde as técnicas cromatograficas, espectroscopicas e
eletroanaliticas apresentaram vantagens e desvantagens para detecgao e quantifica-
¢ao destes compostos.

Diante do desempenho de cada técnica desenvolvida para deteccéo e quanti-
ficagcdo de nitratos, nitritos e nitrosaminas em amostras reais de alimentos e aguas
naturais, foi possivel identificar que a maioria apresenta particularidades quanto a pa-
rametros de seletividade, sensibilidade, custo operacional, necessidade de etapas
complexas ou nao no preparo de amostras, tempo de analise, dentre outros.

A determinagao dos compostos inorganicos, nitratos e/ou nitritos utilizando por
exemplo técnicas que possibilitam a detecgao sequencial destes compostos como a
espectroscopia, geralmente ocorrem através da reacao de Griess, onde € induzido a
formacao de compostos coloridos envolvendo o nitrito e reagentes especificos para
esta reacdo. Apesar disso, de forma geral esta técnica analitica garante poucas eta-
pas de preparacao de amostras.

As técnicas cromatograficas, em especial a cromatografia gasosa, apresenta-
ram elevada aplicacao para determinacdo de compostos de N-nitrosaminas volateis,
podendo estas estarem relacionadas ao desenvolvimento de doengas cancerigenas.

Para o desenvolvimento de técnicas eletroanaliticas, as pesquisas desenvolvi-
das tiveram maior aplicagcéo para os compostos de nitratos e nitritos, com escassez
quando se refere as N-nitrosaminas. Ainda, para deteccdo e quantificacdo destes
compostos nitrogenados aliados a técnicas voltamétricas eletrodos quimicamente mo-
dificados foram aplicados em varios trabalhos, assim ndo havendo desenvolvimento
com eletrodos de amalgamas, ja que este é material promissor no estudo da eletroa-

nalitica apresentando caracteristicas proximas aos materiais de mercurio.
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