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RESUMEN

Varios estudios han demostrado que el consumo de productos carnicos procesados esta fuertemente
relacionado con el cancer vinculadas con las nitrosaminas formada por la adicion de sales de nitratos o
nitritos y ciertas aminas. En este trabajo se desarroll6 un método para la determinacion de nitrosaminas
volatiles en salchichas comerciales utilizando muestreo de espacio de cabeza mediante microextraccion
en fase solida y cromatografia de gases acoplado a un espectrémetro de masas (HS-SPME-GC-MS). Se
evaluaron dos fibras de silice fundida, una recubierta con polidimetilsiloxano (PDMS) y otra con
carboxen/polidimetilbenceno (CAR/PDMS). Se empled un disefio factorial fraccional para evaluar la
influencia del tiempo de equilibrio, fuerza idnica, tiempo de extraccion, temperatura para la extraccion y
adccion de metanol N- nitrosodimetilamina (NDMA), N-nitrosodietilamina (NDEA), N-nitrosodi-n-
butilamina (NDBA) y N-nitrosopiperidina (NPIP) en salchichas. EI método fue validado y aplicado para
la determinacion de nitrosaminas en embutidos, para rangos lineales entre 0 -50 pg/L, los coeficientes de
determinacion para las curvas de calibracion estuvieron entre 0,9906 y 0,9976; los limites de
cuantificacion entre 0,254 y 0,389 pg/L, la precision y exactitud del método estuvieron en los rangos de
2,7-7,3% y 70,2-86,4% respectivamente. EI método implementado mostré ser simple, rapido, con
exactitud, sensibilidad y precision adecuadas.

Palabras clave: Carcindgenos, Cromatografia de gases, Microextraccion en fase solida en espacio de
cabeza, nitrosaminas, salchichas
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DEVELOPMENT OF A MINIATURIZED TECHNIQUE FOR THE DETERMINATION OF
NITROSAMINES IN MEAT PRODUCTS USING SPME-HS-GC-MS

Abstract

Several studies have shown that the consumption of processed meat products is strongly linked to cancer
associated with nitrosamines formed by the addition of nitrate or nitrite salts and certain amines. In this
work, a method was developed for the determination of volatile nitrosamines in commercial sausages
using headspace sampling by solid-phase microextraction and gas chromatography coupled to a mass
spectrometer (HS-SPME-GC-MS). Two fused silica fibers were evaluated, one coated with
polydimethylsiloxane (PDMS) and the other with carboxen/polydimethylsiloxane (CAR/PDMS). A
fractional factorial design was employed to evaluate the influence of equilibrium time, ionic strength,
extraction time, extraction temperature, and the addition of methanol on the extraction of N-
nitrosodimethylamine (NDMA), N-nitrosodiethylamine (NDEA), N-nitrosodi-n-butylamine (NDBA),
and N-nitrosopiperidine (NPIP) in sausages. The method was validated and applied for the determination
of nitrosamines in sausages, with linear ranges between 0-50 pg/L. The coefficients of determination for
the calibration curves ranged from 0.9906 to 0.9976; the limits of quantification were between 0.254 and
0.389 pg/L. The precision and accuracy of the method were within the ranges of 2.7-7.3% and 70.2-
86.4%, respectively. The implemented method proved to be simple, rapid, and exhibited adequate
accuracy, sensitivity, and precision.

Keywords: Carcinogens, Gas chromatography, Headspace solid phase microextraction, nitrosamines,
sausages.



1. INTRODUCCION

Las nitrosaminas, también conocidas como N-nitrosaminas, son un conjunto de compuestos quimicos
potencialmente cancerigenos para los humanos, lo que significa que pueden causar cancer. Estos
compuestos se forman generalmente a partir de la reaccion de una amina secundaria con nitratos en un
ambiente altamente &cido, y su formacion se ve favorecida en presencia de altas temperaturas. Bajo
condiciones &cidas, los nitritos reaccionan formando acido nitroso (HNO-), que a su vez se protona y se
fragmenta generando agua y el catién nitroso (NO*). Posteriormente, este cation nitroso reacciona con
una amina, dando lugar a la formacion de una nitrosamina (Scanlan, 1975; Tricker & Preussmann, 1991).

La presencia de nitrosaminas en productos carnicos ha suscitado una creciente preocupacion debido a su
potencial carcinogénico. Estas sustancias se forman principalmente durante el procesamiento y
almacenamiento de alimentos carnicos (Mirvish, 1995). Las nitrosaminas mas comunes en estos
productos son la N-nitrosodimetilamina (NDMA), la N-nitrosodietilamina (NDEA) y la N-
nitrosopirrolidina (NPYR), entre otras (Cassens, 1997), figura 1.

Figura 1. Estructura general de N-nitrosaminas

La determinacién de nitrosaminas en diversas matrices ha sido un desafio significativo debido a su
presencia en concentraciones muy bajas y la complejidad de las matrices alimentarias. Entre los métodos
analiticos mas utilizados para la extraccion de nitrosaminas se encuentran la cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) y la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). Estos
métodos son reconocidos por su alta sensibilidad y especificidad (Massawe et al., 2017; Sen et al., 1997).

La extraccion liquido-liquido (LLE) y la extraccion sélido-liquido (SLE) son métodos analiticos
tradicionales ampliamente utilizados para la determinacion de nitrosaminas en diversas matrices. En la
extraccion liquido-liquido, las nitrosaminas se extraen de una fase acuosa a una fase organica, lo que
permite su preconcentracion y posterior analisis (Wang et al., 2011). Por otro lado, la extraccion sélido-
liquido implica la desorcion de nitrosaminas desde una matriz sélida, como productos carnicos, utilizando
un solvente liquido adecuado. Este método es particularmente Gtil para matrices solidas complejas y
permite una mayor recuperacion de las nitrosaminas. La SLE ha demostrado ser efectiva en la extraccién
de nitrosaminas de muestras alimentarias, proporcionando resultados consistentes y reproducibles. Sin
embargo, la LLE y la SLE, requieren grandes volumenes de solventes organicos, lo que puede ser costoso
y tener un impacto ambiental negativo, ademas de incluir muchos pasos en su aplicacion lo que induce
incertidumbre a la metodologia (Chen & Zhao, 2012). Otra técnica avanzada es la extraccion en fase
solida (SPE), que también se ha utilizado ampliamente debido a su capacidad para manejar grandes
volimenes de muestra y su alta reproducibilidad (Paleologos et al., 2005).



En los ultimos afios, la microextraccion en fase solida (SPME, por sus siglas en inglés) ha emergido como
una técnica prometedora para la extraccion y preconcentracion de nitrosaminas en matrices complejas
como los productos carnicos. Esta técnica, introducida por primera vez por Pawliszyn (1997), ofrece
varias ventajas, incluyendo la reduccion del uso de solventes, la disminucion del tiempo de preparacion
de la muestra y la capacidad de integrarse facilmente con sistemas analiticos como GC-MS (Zhao et al.,
2006; Nabizadeh, 2023).

El proceso de SPME implica el uso de una fibra recubierta con una fase adsorbente que se expone a la
muestra para adsorber los analitos de interés. Posteriormente, la fibra se introduce en un inyector de
cromatografia de gases, donde los analitos son de sorbidos térmicamente y analizados (Pawliszyn, 1997).
Esta técnica ha demostrado ser efectiva en la deteccion de trazas de nitrosaminas en diversas matrices
alimentarias, proporcionando resultados fiables y reproducibles (Zhao et al., 2006).

El presente estudio se centra en la aplicacion de la microextraccion en fase solida para la determinacion
de nitrosaminas en productos carnicos por GC-MS, evaluando su eficiencia y comparandola con los
métodos analiticos convencionales. El objetivo es establecer un procedimiento optimizado que pueda ser
utilizado en rutinas de control de calidad y seguridad alimentaria.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Reactivos:

Las nitrosaminas volatiles (NAs), N-nitrosodimetilamina (NDMA), N-nitrosodietilamina (NDEA), N-
nitrosodi-n-butilamina (NDBA) y N-nitrosopiperidina (NPIP) fueron adquiridas de Sigma Aldrich. El
metanol fue de calidad cromatogréafica, el cloruro de sodio fue de calidad analitica, ambos fueron
adquiridos en Sigma-Aldrich (MO, EE. UU.), el agua purificada utilizada fue Tipo I, obtenida de un
sistema Milli-Q (Millipore).

2.2. preparacion de la muestra

2.2.1. Solucidn estandar

Se prepararon soluciones madre estdndar de NDMA, NDEA, NPIR y NPYP mediante dilucion del
volumen apropiado de los estandares con metanol hasta una concentracion final de 1000 pg/L. Las
soluciones de trabajo se prepararon diariamente mediante dilucion de la solucion madre estandar con agua
purificada en un sistema Milli-Q, para alcanzar concentraciones de 0, 10, 20, 30, 40 y 50 pg/L.

2.2.2. Preparacion de las muestras de salchichas

Para evaluar la técnica implementada, se adquirieron en supermercados de cadena tres muestras de
salchichas comerciales de fabricantes diferentes. De cada marca, se tomaron 2 gramos de salchichas
previamente maceradas en un mortero, seguidamente, se le afladieron 10 mL de agua Tipo I, se colocaron
en viales de 25 mL sellados con septos de teflon y silicona.

2.3 . Instrumentacion

2.3.1 . Cromatografo de Gases acoplado a espectrémetro de masas (GC-MS)

Las Nitrosaminas objetivo se analizaron en un sistema cromatografico GC-MS, Shimadzu Nexis GC-
2030 equipado con una columna SH-Rxi-5Sil MS de 30 m x 0,25 mm x 0,25 pum y con las siguientes
condiciones de funcionamiento: modo de inyeccion splitless y temperatura inicial del horno de 75°C
(tiempo de espera 1 min), aumentando a una velocidad de 20°C/min a hasta 150°C (tiempo de espera 5



min) y aumentando a una velocidad de 10°C/min hasta 300°C (tiempo de espera 5 min). Se utiliz6 helio
grado 5.0 como gas portador a un flujo de 1,0 mL/min. La temperatura tanto del puerto de inyeccion como
de la interfaz se estuvieron a 250°C. El espectrometro de masas de cuadrupolo simple, se operd en modo
de ionizacién por impacto electronico (EI) con energia de ionizacion de 70 eV, temperatura de la fuente
de iones de 220°C, los analitos fueron monitoreados en el modo scan.

2.3.2. Microextraccion en fase sélida en espacio de cabeza (HS-SPME)

Para la HS-SPME, se utiliz6 una fibra de 100 um, de 10 mm de largo, con aguja de calibre 23 (RESTEK,
EE. UU.). Los parametros de SPME fueron los siguientes: temperatura de condicion de la fibra 250 °C,
tiempo de acondicionamiento de la fibra 60 minutos de acuerdo a las especificaciones del fabricante. Para
el proceso de extraccion de las nitrosaminas volatiles, la temperatura de extraccion fue de 50 °C, durante
un tiempo de extraccion de 60 minutos, el tiempo de desorcidn en el puerto de inyeccion del GC fue de 5
minutos, a una temperatura de 250 °C y tiempo de limpieza del tiempo 10 min.

2.3.3. Optimizacién de las condiciones HS-SPME.

Se optimizo la eficacia del andlisis cromatografico para las nitrosaminas objetivo en productos carnicos
(salchichas), estudiando los parametros del modo HS-SPME, incluida la fibra de microextraccién
(CAR/PDMS, PDMS) la temperatura de extraccion (25, 40 y 50 °C), el tiempo de extraccion (30, 60 y 90
min), adicién de un solvente organico en este caso metanol (0, 2 y 5 mL) y modificacion de la fuerza
ionica con adicién de cloruro sédico (NaCl) a concentraciones de 0, 10 y 20%. Se analizaron las muestras
de 3 productos cérnicos (Salchichas) enriquecidas con 4 nitrosaminas en una concentracion de 30 ug/L.
Para conseguir el mejor desempefio de la técnica implementada, se realiz6 un disefio experimental paso
a paso o simplex, en este disefio los factores o pardmetros estudiados (eleccion de la fibra, temperatura
de extraccion, tiempo de extraccion y solvente). Para cada factor se estudian 3 niveles diferentes, como
mejor nivel por factor, se tomo el que tuvo un &rea de pico cromatografico mayor; para este disefio
experimental los valores 6ptimos se obtendran en un total de 12 experimentos (Tabla 1).

Tabla 1. Disefio experimental simplex utilizado en la optimizacién de la HS-SPME

1 2 3 4 5
ENSAYO Fibra Temperatura de extraccion (°C) | Tiempo de Extraccion(min) Adicién Solvente MeOH Adicién Nacl (%)
Car/PDMS PDMS 25 40 50 30 60 90 0 2 5 0 10 20
1 + + + + +
2 + + + + +
3 + + + + +
4 + + + + +
5 + + + + +
6 + + + + +
7 + + + + +
8 + + + + +
9 + + + + +
10 + + + + +

2.4. validacion del método

La evaluacion de la validacion se realizd mediante la linealidad, sensibilidad, exactitud y precision, se
hizo en referencia a las directrices sugeridas por la Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada
(IUPAC) (IUPAC, 2002). Las curvas de calibracion se construyeron analizando las soluciones estandar
de N-nitrosodimetilamina (NDMA), N-nitrosodietilamina (NDEA), N-nitrosodi-n-butilamina (NDBA) y
N-nitrosopiperidina (NPIP), con un rango de concentracion de 0 a 50 pg/L. La linealidad expresada como
coeficiente de determinacion (r?) se obtuvo mediante regresion lineal de minimos cuadrados cuyo valor



era aceptable superior a 0,995. La sensibilidad se evalué determinando el limite de deteccién (LOD) en
relaciones sefial-ruido (S/N) de 3y el limite de cuantificacion (LOQ) en relaciones sefial-ruido (S/N) de
10. La precision (RSD en %) se evalu6 a un nivel (30 pg/L) en el mismo dia (n = 3) durante tres dias
consecutivos (n = 9). La exactitud, expresada como recuperacion (%), se determind analizando los
analitos objetivo en un procedimiento intradiario, para el cual se compar6 el contenido de un analito
adicionado de las nitrosaminas objetivos en la matriz blanco (A) y en la solucion estandar (B) mediante
la siguiente formula : [A]/[B] x 100 %, donde los nivel adicionado fue de 30 pg/L.

3. RESULTADOS Y DISCUCION.

3.1. Desarrollo del método GC-MS

En el analisis por GC la eficacia de la separacion cromatografica de las cuatro nitrosaminas estudiadas
esta determinada por la columna empleada. Generalmente, las columnas aplicables para analizar
nitrosaminas se dividen en tres grupos segun su polaridad: columnas no polares (por ejemplo, 5% de
fenilmetilpolisiloxano, HP-5MS y DB-5MS), columnas de polaridad intermedia (por ejemplo, 35% de
fenilmetilpolisiloxano). y HP-35MS) y columnas de alta polaridad (por ejemplo, polietilenglicol, DB-
WAXy TG-WAX) (U.S. Food and Drug Administration, 2019; Sieira, B. J. et al., 2020). En este estudio,
se utiliz6 una columna SH-Rxi-5Sil MS de fase estacionaria de polisiloxano, com uma polaridad baja. La
columna mostro una buena resolucion para la separacion de las cuatro nitrosaminas estudiadas. Las
condiciones de MS se optimizaron para recopilar las transiciones ionicas Optimas para cada analito. La
recoleccion de iones se implementd en modo de escaneo completo (50-500 m/z) con una energia de
ionizacion de 70 eV para lo cual la condicién fue suficiente para generar fragmentos adecuados para las
nitrosaminas estudiadas em modo scan.

3.2. Optimizacion de las condiciones HS-SPME.

La SPME es un proceso basado en equilibrio quimico, el cual depende de la particion de analitos entre
las fases acuosa y la fase estacionaria de la fibra, por lo cual se deben favorecer las condiciones para que
la extraccion sea eficiente (Lord, H., & Pawliszyn, J., 2000). La eleccion del recubrimiento de la fibra y
el modo de extraccion depende de las propiedades del analito y de la matriz de la muestra. A pesar del
caracter volatil de las nitrosaminas investigadas y la complejidad de la matriz de la muestra, se eligio el
modo de extraccién HS-SPME. El modo de muestreo HS es mas apropiado para matrices alimentarias
debido a que la fibra no estara en contacto directo con las muestras y, por tanto, podria tener una vida Gtil
mas larga. La optimizacién de las condiciones experimentales de HS-SPME se realiz6 en varios pasos
utilizando una metodologia univariada aplicando un disefio experimental Simplex. Se sabe que el
recubrimiento de la fibra SPME domina la afinidad de los analitos objetivo, lo que afecta el andlisis (Pefia,
J. etal., 2021); por esta razon, el primer factor estudiado fue la eleccion de la fibra; se estudiaron las fibras
de PDMS de fase no polar y la fibra CAR/PDMS de fase poco polar, las respuestas en area de pico no
fueron significativamente diferentes, por lo cual se selecciond la fibra de compuesta de la fase PDMS
(figura 1a). La eficiencia de extraccion también fue verificada por la temperatura de extraccion, se
estudiaron tres temperaturas diferente (25, 40 y 50°C), con el objetivo de obtener la mejor eficiencia
(figura 2b), la temperatura es importante ya que el proceso de extraccion se realiza en espacio de cabeza
y esta favorece la concentracion de los compuestos volatiles en el espacio de cabeza (J. M. Kokosa, 2013),
mejorando de manera significativa la sensibilidad cromatografica para las nitrosaminas objetivos para
los 50°C.

Generalmente, la eficiencia de extraccion aumenta con el tiempo de contacto de la fase extractiva con los
analitos presentes en la muestra. La figura 2c, muestra que la fibra extractora tiene una afinidad promedio
por la mayoria de las nitrosaminas estudiadas a un tiempo de 60 minutos, este parametro implico encontrar



el equilibrio ideal entre la cantidad de compuesto extraido y el tiempo invertido en el proceso. La adicién
de un solvente puede alterar las propiedades de la matriz de la muestra, afectando la volatilidad de los
analitos. Un solvente adecuado puede mejorar la liberacion de los analitos de la matriz hacia la fase de
cabeza, incrementando su disponibilidad para la extraccion por la fiora SPME (Bicchi, C., & lori, C.,
2003). El uso de solventes también puede ayudar a liberar analitos que estan fuertemente retenidos en la
matriz. Esto es particularmente util en matrices complejas donde los analitos pueden estar adsorbidos o
atrapados en componentes de la matriz. La adicion de un solvente puede disolver o dispersar estos
componentes, mejorando la recuperacion de los analitos (Ouyang, G., & Pawliszyn, J., 2006). Se ha
demostrado que el efecto de la salinizacion, es decir, el complemento de sales inorgéanicas a la solucién
de extraccion para SPME, aumenta el coeficiente de actividad, lo que mejora asi la sensibilidad
cromatografica de los analitos objetivo (Robards, K. et al 2004) . En este estudio, la adicion de metanol
y de NaCl no mostraron una mejoria en la extraccion de las cuatro nitrosaminas objetivo (figura 2d, 2e).
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Concluyendo los resultados anteriores, las condiciones éptimas para HS-SPME para la cuantificacion de
las cuatro nitrosaminas se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Condiciones dptimas para la separacién de nitrosaminas por HS-SPME

Parametro Valor 6ptimo
Fibra SPME PDMS
Tiempo de extraccion 60 min.
Temperatura de extraccidon 50°C
Volumen Solvente (MeOH) 0mL
Fuerza idnica (% NacCl) 0%

La figura 3 muestra el cromatograma de una solucion estandar tras el andlisis simultaneo de las 4
nitrosaminas mediante HS-SPME-GC-MS. Los picos cromatograficos mostraron una buena resolucion y
separacion.
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Figura 3. Cromatograma con las condiciones 6ptimas de HS-SPME-GC-MS para la separacion de NDMA
(tr 4,741min), NDEA (tr 5,455 min), NDBA (tr 8,167 min) y NPIP (tr 8,351 min) a una concentracion de
30 pg/L.

3.3. Caracteristicas analiticas del método

Con las condiciones experimentales establecidas para la extraccion HS-SPME, se valido internamente el
método para la determinacion de nitrosaminas en salchichas utilizando los siguientes criterios de
desempefio: linealidad y rango, precision, limite de deteccion (LOD). limite de cuantificacion (LOQ) y
exactitud. Los resultados se presentan en la Tabla 3. La linealidad, rango y sensibilidad se obtuvieron a
partir de una grafica mediante el método de adicion estandar con seis niveles de concentracion, con
analisis por triplicado.

Tabla 3. Caracteristicas analiticas del método por HS-SPME-GC-MS



Parametro de NDMA NPIP NDBA NDEA
validacion

Rango lineal (ug/L) 10-50 10-50 10-50 10-50
r? 0,9906 0,9941 0,9936 0,9976
LOD (pg/L) 0,389 0,348 0,326 0,254
LOQ (pg/L) 1,848 1,562 1,473 2,840
Precision %RSD 2,7 % 4,5 % 6,6 % 7,3%
%Recuperacion 82,2 % 86,4 % 79,1 % 70,2 %

El enfoque empleado para evaluar la precision del método se bas6 en la recuperacion de cantidades
conocidas de cada nitrosamina agregada a muestras de salchichas al nivel medio del rango lineal,
utilizando analisis por triplicado. EI LOD y el LOQ se determinaron con una relacion sefial-ruido de 3 'y
10, respectivamente, medida en el tiempo de retencion aproximado del pico del analito correspondiente.

3.4. Analisis de muestras

Debido a que las muestras de embutidos son matrices alimentarias complejas que contienen agua,
carbohidratos, material proteico y grasa, entre otros constituyentes, las muestras de diferentes productores
son diferentes en composicion, y la eficiencia de extraccion de HS -SPME esta fuertemente influenciada
por las matrices, la determinacién de las nitrosaminas volatiles en muestras de embutidos se realizd
mediante el método de adicion estandar. En dos de las tres muestras de salchichas comerciales adquiridas
en supermercados se encontraron trazas de nitrosaminas. Cabe mencionar que se ha establecido un nivel
de cumplimiento de 10 pg/L para la presencia de nitrosaminas en salchichas (USDA., 2004), las
nitrosaminas encontradas se encontraban por debajo del limite de cuantificacion (Tabla 4).

Tabla 4. Resultados anélisis de nitrosaminas en salchichas por HS-SPME-GC-MS

ug/L
Muestra NDMA NPIP NDBA NDEA
1 n.d n.d n.d n.d
2 0,39* 0,95* n.d n.d
3 0,70%* 1,42* 1,56* n.d

e Detectada por debajo del limite de cuantificacion.
CONCLUCIONES

La microextraccion en fase solida con muestreo de espacio de cabeza ha demostrado ser una técnica de
extraccion adecuada para la determinacion de nitrosaminas volatiles mediante HS-SPME-CG-MS en
carnicos como salchichas. EI método es simple, permite un analisis rapido, sin uso de solventes, poca
manipulacion de la muestra, esta libre de interferencias de la matriz y presenta una sensibilidad adecuada.
El presente método puede ser referencial al analizar multiples impurezas de nitrosamina en carnicos para
atender las recomendaciones de la legislacion alimentaria vigente.
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