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RESUMEN

Las N-nitrosaminas son compuestos organicos con potenciales carcinogénicos y otros efectos adversos que
representa una preocupacion para la salud publica por su presencia en alimentos y bebidas. Durante el proceso
de malteado y fermentacion de la cerveza, precursores como la cebada o el agua pueden favorecer la formacion
de estas sustancias. En este estudio, se desarroll6 una metodologia para la cuantificacion de cuatro N-
nitrosaminas en cerveza artesanales e industriales mediante microextraccién en fase solida por espacio de cabeza
(HS-SPME) acoplada a cromatografia de gases-espectrometria de masas (GC-MS). Esta técnica se caracteriza
por ser poco contaminante, econdmica y precisa para la determinacién de nitrosaminas volatiles. Se aplico el
método experimental simplex del tipo N + (N + 1) Para la optimizacion de extraccion SPME, evaluando diferentes
parametros con el fin de mejorar la separacién de picos y la sensibilidad del método. Se obtuvo una mejor
respuesta utilizando una fibra de PDMS, un tiempo de extraccion de 60 min, un volumen de muestra de 20 ml, una
temperatura de 50 °C y una velocidad de agitaciéon de 150 RPM, por otra parte, no se observaron mejoras
significativas en la eficiencia de extraccion al modificar su fuerza idnica. El método fue validado mediante la
determinacion de su linealidad, limite de deteccién (LOD) y limite de cuantificacion (LOQ), concluyendo que
ninguna de las nitrosaminas analizadas se encontraba presente en las muestras de cerveza artesanales e
industriales evaluadas.

Palabras clave: HS-SPME, N-Nitrosaminas, CG-MS, Validacion de métodos, Cerveza.
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ABSTRACT

N-nitrosamines are organic compounds with carcinogenic potential and other adverse effects that pose a public
health concern due to their presence in food and beverages. During the malting and fermentation process of beer,
precursors such as barley or water can promote the formation of these substances. In this study, a methodology
was developed for the quantification of four N-nitrosamines in craft and industrial beers using headspace solid-
phase microextraction (HS-SPME) coupled with gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS). This technique
is characterized by being low in contamination, economical, and accurate for the determination of volatile
nitrosamines. The N + (N + 1) simplex experimental method was applied for SPME extraction optimization,
evaluating different parameters in order to improve peak separation and the sensitivity of the method. A better
response was obtained using a PDMS fiber, an extraction time of 60 min, a sample volume of 20 ml, a temperature
of 50°C, and a stirring speed of 150 RPM. On the other hand, no significant improvements in extraction efficiency
were observed when modifying its ionic strength. The method was validated by determining its linearity, limit of
detection (LOD), and limit of quantification (LOQ), concluding that none of the nitrosamines analyzed were present
in the craft and industrial beer samples evaluated.

Keywords: HS-SPME, N-Nitrosamines, GC-MS, Method validation, Beer.



1. INTRODUCCION

Las N-nitrosaminas (N-NAS) son compuestos organicos pertenecientes al grupo de los N-nitrosos. Se forman a
partir de aminas secundarias cuando el nitrdgeno de estas se une a un grupo nitroso, lo que les confiere su
estructura caracteristica. Los sustituyentes unidos al nitrégeno pueden variar desde un simple atomo de hidrégeno
hasta cadenas alifaticas, anillos aromaticos como el benceno o incluso estructuras heterociclicas mas
complejas.,?

La Agencia Internacional para la Investigacion sobre el Cancer (IARC) clasifica a las N-nitrosaminas como
genotodxicas en diversos animales y carcindgenas en humanos.® Su ingesta excesiva a través de alimentos
contaminados puede generar efectos adversos como dafio hepatico, alteraciones plaquetarias e incluso
intoxicacion sistémica.* Ademas, varias N-nitrosaminas pueden ser bioactivadas no solo en el higado, sino también
en tejidos extrahepaticos como esdéfago, colon, vejiga, bronquios y pancreas. Este proceso da lugar a metabolitos
capaces de inducir dafio genémico en distintos érganos, lo que respalda su clasificacion como carcinégenos en
multiples sistemas por parte de la IARC.?

La presencia de estos compuestos carcindgenos en diferentes productos genera preocupacion en salud publica.
Estudios recientes han reportado su deteccion en plantas de tratamiento de agua potable,® carnicos procesados
(como jamén y embutidos),” pescados procesados,® farmacos (por ejemplo, valsartan o metformina) y bebidas
alcohdlicas como vino y cerveza.?,'® La concentracion de estas nitrosaminas varia segun el medio y los procesos
fisicoquimicos a los que se expongan. Entre los compuestos mas detectados en alimentos con potencial
carcinogénico destacan la N-nitrosodimetilamina (NDMA), N-nitrosodietilamina (NDEA), N-nitrosometilamina
(NMEA), N-nitrosopirrolidina (NPyr), N-nitrosopiperidina (NPip) y N-nitrosodibutilamina (NDBA).®

En Colombia, el consumo de cerveza ha mostrado un crecimiento sostenido en los ultimos afnos, reflejado tanto
en el aumento de la produccion nacional como en el consumo per capita. En 2023, la produccion alcanzé 2,45 mil
millones de litros, ubicando al pais en el puesto 14 a nivel mundial, de acuerdo con el Global Beer Consumption
Report de Kirin Holdings." En cuanto al consumo, los colombianos beben actualmente alrededor de 60 litros de
cerveza por habitante al afio, situdndose en el tercer lugar en América Latina, después de Brasil y México."?

Estudios han demostrado que la malta de cebada constituye una fuente principal de precursores de N-nitrosaminas
en cerveza. Durante el proceso de secado (kilning), los 6xidos de nitrégeno presentes en el aire pueden reaccionar
con aminas y alcaloides formados durante la germinacién de la cebada (hordenina y gramina), lo que favorece la
formaciéon de N-nitrosaminas.','* La Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) reconoce a estos
alcaloides como precursores importantes de N-NAS en bebidas malteadas, atribuyendo su formacién
principalmente a la cebada/malta.*®

La determinacion de nitrosaminas en alimentos y bebidas se ha abordado mediante diversas técnicas analiticas
que han evolucionado con el tiempo. En matrices como cerveza, vino, productos carnicos procesados y agua, los
primeros estudios emplearon extraccion liquido—liquido con diclorometano acoplada a cromatografia de gases con
analizador de energia térmica,'® cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) con deteccion de
fotoconductividad y cromatografia liquida de alta resolucion con fotohidrolisis poscolumna y deteccién
colorimétrica."”,'® También se han desarrollado técnicas mas recientes, como la extraccion de electromembrana de
fibra hueca bifasica con membrana liquida de soporte directo acoplada a GC-MS, asi como el uso de fibras
huecas de polipropileno combinadas con HPLC y deteccion con arreglo de diodos."?,?

Con el avance instrumental, la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) y la
cromatografia liquida con detectores mas selectivos se han consolidado como técnicas de referencia debido a su
alta sensibilidad y especificidad. Paralelamente, las estrategias de preparacion de muestras han evolucionado



hacia métodos mas limpios y eficientes. Entre estas destaca la microextraccion en fase sélida (SPME),
especialmente en combinacién con GC-MS, por su capacidad de preconcentrar analitos volatiles y semivolatiles,
ademas de reducir el uso de solventes y simplificar el proceso analitico.?'??

El objetivo de este trabajo es optimizar la técnica de microextraccién en fase sélida (SPME) y validar el método
SPME acoplado a cromatografia de gases—espectrometria de masas (GC-MS) para la cuantificacion de
nitrosaminas en cerveza, con el fin de disponer de un método mas eficiente y sensible que permita actualizar el
estudio de estas sustancias en una bebida de alto consumo y cada vez mas diversa, gracias al crecimiento
comercial de las cervezas industriales y artesanales.

2. METODOLOGIA

2.1 Materiales y reactivos

Las nitrosaminas volatiles (NAs) evaluadas fueron: N-nitrosodietilamina (NDEA), N-nitrosodi-n-butilamina (NDBA),
N-nitrosodi-n-propilamina (NDPA) y N-nitrosopiperidina (NPIP), adquiridas de Agilent como mezcla multicomponente
(EPA 521). Se prepar6 una solucién estandar a una concentracion de 40 ug/mL en metanol grado HPLC, la cual se
almacend en viales de vidrio ambar a 4 °C en ausencia de luz. El agua tipo | (18.2 MQ-cm) se obtuvo mediante un
sistema de purificacion Merck Millipore (Billerica, MA U.S.A.). El NaCl usado se adquirié en Sigma Aldrich Merck
(S9888), por otro lado, el gas portador utilizado fue helio grado 5.0.

2.2. Instrumentacion

El analisis se realizé en un cromatdgrafo de gases acoplado a un espectrémetro de masas de cuadrupolo simple
(GCMS-QP2020 NX, SHIDMAZU), equipado con una columna capilar HP-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 pym). Las
condiciones cromatograficas fueron: inyecciéon en modo splitless, con la rampa que se muestra en la tabla 1. El
helio se empleé como gas portador a un flujo de 0.8 mL/min. La temperatura del interfaz y fuentes de iones se
fijaron a 220 °C, mientras que la inyeccion se mantuvo a 250 °C.

Tabla 1. Rampa térmica de la columna cromatografica

Velocidad Temperatura | Tiempo total (min)
(°C/min) (°C)
60 2
5 75 3
10 90 3
5 102 3
5 140 3

2.3. Microextraccioén en fase sélida (SPME)

Se evaluaron dos fibras de microextraccion en fase sélida (SPME) de silice fundida, recubiertas con
Polidimetilsiloxano (PDMS) y carboxeno/ Polidimetilsiloxano (CAR/PDMS), todas adquiridas de Agilent. Para la
optimizacién del método por HS-SPME se emplearon soluciones estandar de los analitos en agua tipo |,
preparadas a concentraciones conocidas (10-50 ug/L) en viales de vidrio. La agitacion se mantuvo mediante una
plancha magnética y la temperatura fue monitoreada con un termémetro. Antes de cada inyeccién, la fibra se
acondiciono en el inyector del cromatégrafo de gases a 250°C con el fin de activarla y la eliminar posibles
compuestos residuales. Se evaluaron los parametros de extraccién para optimizar la metodologia: temperatura



(25, 50 y 70 °C), tiempo de extraccion (30, 60 y 90 min), volumen de muestra (10, 20 y 30 mL), velocidad de
agitacion (60, 150 y 300 rpm) y fuerza iénica ( 0,10 y 30 %p/v) .

El montaje se realizé de acuerdo con las condiciones establecidas, empleandose tanto para las muestras como
para los estandares la fibra de Polidimetilsiloxano (PDMS) acoplada a un soporte de inyeccién manual. Se utilizo
un volumen de 20 mL, una velocidad de agitacion de 150 rpm y una temperatura de 50 °C, manteniendo una
relacion de 0,5 entre el espacio de cabeza y el volumen total del vial (figura 1).

Figura 1. Montaje de la microextraccion en fase sélida para las NAs.

Transcurrido el tiempo de extraccién (60 min), la fibra se retird del vial, y se inyecté inmediatamente en el sistema
GC-MS, con un tiempo de desorcion de 10 min, permitiendo el analisis simultdneo de las cuatro nitrosaminas
volatiles.

2.4. Disefio experimental para la optimizacién de la metodologia.

La optimizacion de la técnica se llevo a cabo mediante un disefio experimental simplex del tipo N + (N + 1) (Tabla
1). Los factores evaluados fueron: fibras (SPME), temperatura de extraccion, tiempo de extraccién, volumen de
muestra, velocidad de agitacion y fuerza idnica. En el caso de los parametros que no habian sido optimizados, los
valores empleados se fundamentaron en resultados obtenidos previamente por el grupo de investigaciéon y
revisiones bibliograficas (indicados en color naranja). Cada factor a excepcion de la fibra se estudié en tres niveles,
seleccionandose como condicién 6ptima aquella que produjo el area de pico cromatografico mas alta (marcada
en color rosado). El numero total de experimentos realizados fueron de 12 analisis.

Tabla 2. Disefio experimental N + (N + 1).

1 2 3 4 5 6
ENSAYO Fibra Tiempo de extraccion (min) [Temperatura de extraccion (°C) UChmen ;.::I-I)a muestra Velocidad de agitacion (RPM) Fuerza Iénica (%p/v)
PDMS PDMS/CAR 30 60 90 25 50 70 10 20 30 60 150 300 0 10 30
1 + + + + + +
2 + + + + + +
3 + + + + + +
4 + + + + + +
5 + + + + + +
6 + + + + + +
7 + + + + + +
8 + + + + + +
9 + + + + + +
10 + + + + + +
11 + + + + + +
12 + + + + + +




2.5. Caracteristicas analiticas del método

Se realizé curvas analiticas obtenidas a partir de estandares de las N-NAs en cinco niveles de concentracioén, cada
uno por triplicado, dentro de un rango lineal de 10-50 ug/L. Los limites de deteccion (LOD) y cuantificacién (LOQ)
se calcularon segun los criterios de la IUPAC, utilizando LOD = 3SB/m y LOQ = 10SB/m, donde SB corresponde
a la desviacién estandar del blanco y m a la pendiente de la curva de calibracién. Los parametros de regresion se
evaluaron mediante analisis estadistico, aplicando la prueba t-student al coeficiente de correlacién, con el fin de
verificar la significancia estadistica de la relacion lineal entre la concentracién y la respuesta del instrumento. Por
otro lado, la linealidad del método fue corroborada mediante el analisis de varianza evaluando la significancia de
la regresion frente a la variabilidad residual, mediante la prueba F con un nivel de confianza del 95% (a = 0,05).
La precision se evalué como la desviacion estandar relativa intradia (n = 5). La exactitud se determiné mediante
pruebas de recuperacién (n = 5) en muestras de cerveza libres de NAs, adicionadas con cantidades conocidas de
los analitos.

2.6. preparacion de lamuestra

Se analizaron seis muestras de cervezas (ires artesanales y tres industriales). Las muestras fueron desgasificadas
y posteriormente almacenadas a 4 °C hasta su analisis. Antes de la determinacion las muestras se transfirieron al
montaje de extraccion aplicando las condiciones establecidas en la etapa de la optimizacion de método.

2.7. Andlisis GC-MS

Una vez realizado la microextraccion, la fibra se desorbié en el puerto de inyeccion del cromatdgrafo de gases
(GC). El sistema oper6 con una fuente de ionizacion por impacto de electrones (El) y un analizador cuadrupolo
simple, en modo de iones positivos. Las temperaturas de la fuente de ionizacién y de la linea de transferencia se
fijaron en 220 °C. La corriente de emision del flamento se establecié en 250 yA, con electrones de 70 eV. El
voltaje del multiplicador de electrones fue de 2153 V y la tasa de adquisicién de datos de 100 Dwells (ms). El
tiempo de corte del disolvente se fijo en 3 min. Se empleé el modo de barrido completo en un rango de 50-500
m/z, y los espectros obtenidos se compararon con la biblioteca NIST 14.

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Optimizacién de las condiciones experimentales para SPME

En la optimizacién del método de extracciéon por SPME, se evaluaron dos fibras: una recubierta con PDMS y otra
con CAR/PDMS. Se observé un drea mayor para la primera fibra, (ver figura 2). Esta diferencia puede atribuirse
principalmente a su composicion y mecanismo de extraccion. El recubrimiento de la primera al ser monofasico
funciona como una fase absorbente donde los analitos se disuelven en el polimero de acuerdo con su polaridad
lo que favorece la captura de todas las nitrosaminas de interés. Por otro lado, la fibora CAR/PDMS combina
particulas sélidas de carboxen con PDMS (fase mixta), y actia por adsorcidon en microporos, lo que limita la
extraccion.?

En la evaluacion de los parametros establecidos en el disefio experimental de la Tabla 2, se consideré como ideal
para cada variable aquella condicidbn que, segun la respuesta analitica, presentara una mayor area en el
cromatograma. Esto se fundamenta en que la técnica SPME depende del equilibrio de distribucién de los analitos
entre la matriz y el recubrimiento de la fibra, de modo que la extraccién es satisfactoria cuando dicho equilibrio se
alcanza.?*

Respecto al tiempo de extraccion, se evaluaron 30, 60 y 90 min. Los resultados (Figura 2) mostraron que 60
minutos constituyen la condicion éptima, al permitir un equilibrio adecuado y mejor sensibilidad en la extraccion
de las nitrosaminas. En cuanto a la temperatura, se determiné que 50 °C proporciona un equilibrio térmico que
garantiza una mayor intensidad en sefiales cromatograficas. Para el volumen de muestra, se observé que 20 mL



proporcionan un buen rendimiento; volumenes mayores afectan el equilibrio entre la fibra y los analitos, reduciendo
la eficiencia de la extraccién. En cuanto a la agitacion, 150 RPM resulté ser la mejor condicion, al favorecer el
transporte de masa y disminuir el tiempo necesario para alcanzar el equilibrio. Finalmente, se evalué el efecto de
la fuerza idnica (salting-out) mediante la adicion de NaCl, 2 sin observarse un impacto significativo en la volatilidad
ni en la reproducibilidad de las NAms, por lo que esta variable no se consideré dentro de las condiciones finales.
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Figura 2. Optimizacién de los parametros de SPME.
a) Fibra de SPME, b) Temperatura de extraccion, c) Tiempo de extraccion, d) Volumen de
muestra, e) velocidad de agitacion f) Fuerza i6nica.

Teniendo en cuenta la evaluacion de cada variable, asi como los criterios de equilibrio y su impacto en la respuesta
analitica, se establecieron las condiciones 6ptimas para la técnica de extraccion HS-SPME. En la tabla 3 se
presentan los de parametros ya optimizados.



Tabla 3. Parametros 6ptimos para la extraccién de HS-SPME.

Parametro Valor 6ptimo
Fibra PDMS
Tiempo de extraccion 60 min.
Temperatura de extraccion 50 °C
Volumen de muestra 20 mL
Velocidad de agitacion 150 RPM
Fuerza iénica 0% NaCl

El cromatograma de la figura 3 muestra la solucion estédndar que contenia los 4 compuestos estudiados mediante
el método HS-SPME-MS, usando todos los parametros optimos establecidos anteriormente, demostrando unos
picos cromatograficos con una buena separacion y resolucion.

TIC
NDBA
NDPA  NPIP
NDEA £ 8
. | LJL , b |
40 100 200 270

min

Figura 3. Cromatograma obtenido con las condiciones 6ptimas de HS-SPME-GC-MS para
el andlisis de: N-nitrosodietilamina (NDEA), N-nitrosodi-n-butilamina (NDBA), N-nitrosodi-n-propilamina (NDPA) y
N-nitrosopiperidina (NPIP)

En las caracteristicas analiticas del método se tomé en cuenta los lineamientos de la IUPAC (unidn internacional
de quimica pura y aplicada), con el fin de garantizar que el procedimiento fuera confiable, reproducible y adecuado
para el analisis de nitrosaminas.?® Se establecio el intervalo lineal considerando las concentraciones reportadas
en la literatura para alimentos, construyéndose una curva de calibracion de cinco puntos en el rango de 10 a 50
ug/L, cada uno analizado por triplicado para incrementar la precision y minimizar errores aleatorios en la
determinacion de las cuatro NAms.

La ecuacion de la recta se obtuvo mediante regresion lineal por minimos cuadrados (Figura 4). La linealidad de
cada analito se evaluo a través del coeficiente de correlacién (r2), cuyos valores, presentados en la tabla 4, fueron
cercanos a 1, confirmando una buena respuesta del método. Entre ellos se destaco la N-nitrosodietilamina (NDEA)
con un r? =2 0,9959. La significancia estadistica de los parametros de regresién fue evaluada mediante la prueba t-
student aplicada a coeficiente de correlacion, en todos los casos los valores de t calculados fueron superiores al
valor t tabulado, lo que permitié rechazar la hipotesis nula y aceptar la hipétesis alternativa, confirmando la
existencia de una relacion lineal directa y significativa entre la concentracién (variable independiente, eje x) y la



respuesta instrumental (variable dependiente, eje y). ademas, el analisis de varianza (ANOVA) de la regresion
mostro que los valores de F calculados para cada analito fueron mayores que los valores F tabulados, lo que
permitié aceptar la hipotesis alternativa y confirmar la significancia del modelo de regresion lineal dentro del rango
de concentracion evaluado para cada nitrosamina.

Los limites de deteccion (LOD) y cuantificacion (LOQ) calculados se encontraron dentro del rango de trabajo de
las curvas de calibracién; nuevamente la NDEA presenté los valores mas bajos (LOD: 0.035ug/L); LOQ:0,12ug/L).
Por otro lado, la precision del método se evalué mediante el porcentaje de desviacion estandar relativa (%RSD),
calculado a partir de cinco repeticiones a una concentracion de 30 ug/L. El valor promedio obtenido fue
satisfactorio, destacandose la N-nitrosopropilamina con un RSD de 3,7%. Este resultado se encuentra dentro de
los limites establecidos en la guia ICH, que permite valores hasta del 10%.27

Finalmente, la exactitud se evalué mediante el porcentaje de recuperacion, calculado a partir de la comparacion
entre la concentracion tedrica adicionada a la matriz y la concentracion cuantificada experimentalmente con el
método. Los valores obtenidos para tres de las nitrosaminas oscilaron entre 82,8 y 88,3%, confirmando que el
método cumple con los criterios aceptables de recuperacidon para concentraciones bajas, de acuerdo con lo
establecido en guias internacionales como CODEX, AOAC y AEFI, que estipulan intervalos de aceptacion entre
80-110 % para rangos de concentracion <0,001%.28 En el caso particular de la N-nitrosodietilamina (NDEA), se
obtuvo una recuperacion de 75,4 %. Aunque este valor se encuentra ligeramente por debajo del rango establecido
(=80 %), puede considerarse aceptable debido a la naturaleza en traza del analito, la complejidad de la matriz y
el hecho de que esta nitrosamina presenté buena precision (%RSD) y alta linealidad (r?), lo que respalda la
confiabilidad del método para su determinacion. En la Tabla 4 se presentan los resultados obtenidos para los
parametros de validacién, donde se resumen los valores de linealidad, limites de deteccion y cuantificacion,
precision y exactitud de cada una de las nitrosaminas evaluadas.

Tabla 4. Caracteristicas analiticas del método para cada una de las nitrosaminas.

Parametro (NDEA) (NDPA) (NPIP) (NDBA) Criterio
Rango lineal (ug/L) 10-50 10-50 10-50 10-50
R2 0,9959 0,9931 0,9946 0,9988
182
T tabulada 3, €
T(R) calculado 26,870 20,635 23,471 16,31 7 Ha= 1 calculada > ttabulada
F tabulado 4,67
F H.= F rec > Ftab
caleulado 3130,58 1876,74 2409,46 1151,45  Ho= Free < Fub
LOD (ug/L) 0,035 0,667 0,330 0,172
LOQ (pg/L) 0,12 2,22 1,10 0,57
%RSD 8,8 % 3.7% 5,8 % 6,8 %
%Recuperacion 75,4 % 82,8 % 83,4 % 88,3 %

Muestras de Cerveza

Con el método HS-SPME-CG-MS ya desarrollado y optimizado, se procedié en la determinacién de las 4
Nitrosaminas volatiles: N-nitrosodietilamina (NDEA), N-nitrosodi-n-butilamina (NDBA), N-nitrosodi-n-propilamina
(NDPA) y N-nitrosopiperidina (NPIP) en cervezas industriales y artesanales (6) obtenidas en la ciudad de Cali con
diferentes procedencias. Estas, fueron analizados con los parametros optimizados en la microextraccién (tabla 3).
En las muestras de cerveza se identificaron diversos compuestos volatiles incluyendo alcoholes y ésteres
caracteristicos de la matriz cerveza (figura 4). Sin embargo, no se detectaron N-nitrosaminas.
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Figura 4. Cromatograma de una de las muestras de cerveza

Los resultados de analisis de N-nitrosaminas en las muestras de cerveza se resumen en la tabla 5. Como se
observa, no se detectaron las cuatros nitrosaminas evaluadas en ninguna de las muestras analizadas, bajo las
condiciones analiticas y dentro del rango de trabajo del método. Este resultado puede atribuirse a dos escenarios
posibles: primero, que las concentraciones de estos compuestos, en caso de estar presentes, se encuentren por
debajo de la capacidad de deteccion del método; o que los procesos de elaboracion estén suficientemente
controlados, lo que limita o evita la formacion de estas especies durante la produccion.

Tabla 5. Analisis de muestras de cerveza por HS-SDME-GC-MS

MUESTRA | NDEA | NDBA | NDPA | NPIP
Cerveza 1 n.d n.d n.d n.d
Cerveza 2 n.d n.d n.d n.d
Cerveza 3 n.d n.d n.d n.d
Cerveza 4 n.d n.d n.d n.d
Cerveza 5 n.d n.d n.d n.d
Cerveza 6 n.d n.d n.d n.d

n.d: no detectado
4. CONCLUSIONES

la optimizacién de la técnica HS-SPME acoplada a GC-MS permitié establecer las condiciones experimentales
mas adecuadas para la extraccion y andlisis de N-nitrosaminas en cerveza, definiéndose como 6ptimos: fibra
PDMS, 60 minutos de extraccion, 50 °C de temperatura, 20 mL de volumen de muestra y 150 rpm de agitacion.
Estos parametros garantizaron un equilibrio eficaz entre la matriz y la fibra, logrando una respuesta cromatografica
reproducible y sensible. En las caracteristicas analiticas del método se confirmé su confiabilidad evidenciando
linealidad satisfactoria en el rango de 10-50 ug/L, con coeficientes de correlacion (r?) superiores a 0,99 en todos
los analitos. Los limites de deteccién y cuantificacién obtenidos fueron adecuados para la naturaleza traza de las
nitrosaminas, destacandose la NDEA con la mayor sensibilidad (LOD: 0,035 ug/L; LOQ: 0,12 pg/L). La precision
(%RSD < 10 %) se mantuvo dentro de los criterios internacionales, y la exactitud presentd recuperaciones
aceptables en tres de las cuatro NAms evaluadas (82,8—-88,3 %). Aunque la NDEA mostré un valor de recuperacion
ligeramente inferior (75,4 %), su alta sensibilidad, buena repetibilidad y linealidad respaldan la validez del método
para su determinacion.



La determinacion en seis muestras de cerveza no evidencio la presencia de las nitrosaminas analizadas (NDEA,
NDPA, NPIP y NDBA), sugiriendo que de encontrarse, estarian en concentraciones por debajo de los limites de
deteccién. Estos hallazgos son coherentes con lo reportado en la literatura, donde se indica que las NAms suelen
estar presentes a niveles de trazas en este tipo de matrices. los resultados confirman que el método desarrollado
es confiable, sensible y reproducible, constituyéndose en una herramienta analitica valida para la determinacion
de N-nitrosaminas en cerveza y con potencial de aplicacién en otras matrices.
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