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INTRODUGAO:

As N-nitrosaminas sédo compostos reconhecidos por suas propriedades cancerigenas, mutagénicas e
teratogénicas, formadas a partir da reagdo entre aminas primarias ou secundarias e um agente
nitrosante (e.g., nitrito). A presenca desses compostos tem sido constatada em diferentes produtos,
incluindo medicamentos, cosméticos, bebidas, alimentos, agua, entre outros !l 2, A &gua termal
cosmética embora seja um produto a base de agua, pode conter em sua composi¢do diferentes
ingredientes adicionais. Alguns desses componentes podem representar potenciais fontes de
contaminagdo por N-nitrosaminas, especialmente quando ha a presenga de aminas e agentes
nitrosantes na formulagéo. Devido a grande diversidade de possiveis matérias primas nesses produtos
e do risco associado, torna-se essencial o monitoramento da presenga dessas substancias nas

formulagdes de agua cosmética termal Bl.

O objetivo do trabalho foi desenvolver um método para determinagao de N-nitrosaminas em agua termal
cosmeética, utilizando a microextragao liquido-liquido dispersiva (DLLME) no preparo das amostras e a
cromatografia liquida bidimensional acoplada a espectrometria de massas (LC-LC-MS/MS) para realizar
a quantificacdo dos compostos. Na Tabela 1, as N-nitrosaminas que foram objetos de estudo estao
apresentadas. A DLLME €& um procedimento de preparo de amostras que consiste em injetar
rapidamente uma mistura de solventes extrator e dispersante em uma amostra aquosa contendo os
analitos, formando goticulas emulsionadas dispersas na amostra e resultando na criagao de uma grande
area de superficie entre os solventes. Isso favorece a transferéncia dos analitos para a fase organica
extratora. Apds uma centrifugagao, a fase extratora é separada e concentrada para posterior analise

instrumental 4 51,
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Tabela 1: Estrutura quimica e propriedades fisico-quimica das N-nitrosaminas avaliadas neste trabalho.

Férmula LEEEE dl::an\e;s?.)?'
Nome - Sinénimo M Estrutura Quimica Molar por, Log P
- olecular A mm de Hg
(Abreviagao) (g mol) M
- . . O 0,0005
N-nitrosodiettanolamina CaH1oN203 T 134,13 1,28
(NDELA) 1) 20 °C
o™ T T N ( )
N-nitrosodimetilamina | 2,7
(NDMA) C2HeN20 /N“‘\.N/O 74,08 (20 °C) -0,57
N-nitrosodietilamina \| 0,86
(NDEA) C4H10N20 O_-:H\N/N\/ 102,14 (20 °C) 0,48
D/"\‘
N-nitrosomorfolina 0,036
(NMOR) C4HsN202 K/N‘-\ {;0 116,12 (20 °C) -0,44
M

METODOLOGIA:

O preparo de amostra constituiu na transferéncia de 4,3 mL de amostra para um tubo Falcon de 15 mL,
e adigdo de 200 uL da solugdo mistura dos padroes deuterados (NDELA-d8, NDMA-d6, NDEA-d10 e
NMOR-d4) de 500 ng/mL (concentracdo nominal de 100 ng/mL NDELA-d8 e 100 da NDMA-d6, NDEA-
d10 e NMOR-d4 ). Em seguida, a mistura de solventes (extrator e dispersante) foi injetada rapidamente
na amostra, a qual foi agitada no vortex por 30 s e centrifugada a 4186 g durante 5 min. No presente
trabalho, o diclorometano foi empregado como solvente extrator. Como solvente dispersante foi avaliado
0 uso de acetona, metanol e acetonitrila. Para o diclorometano, foram testados volumes entre 100 pL e
500 uL. Ja para os solventes dispersantes, os volumes avaliados variaram de 500 pyL a 2000 pL. Foram
realizadas duas preparagdes distintas: uma utilizando agua purificada em sistema Milli-Q, empregada
para a avaliacdo dos solventes extrator e dispersante, e outra apos selecao dos solventes e otimizacao

do método, utilizando amostras de agua termal cosmética.

Apods a centrifugagdo, a fase organica inferior foi coletada com uma seringa Hamilton de 250 uL e
transferida para um tubo Falcon de 15 mL contendo 50 pL de metanol. Devido a incompatibilidade dos
solventes com o sistema cromatografico, esses solventes foram evaporados até quase secura (residuo
de aproximadamente 50 pL) no concentrador rotativo a pressao reduzida nas seguintes condigdes:
temperatura 35 °C, pressao de 450 mBar e rotagéo de 750 rpm, durante aproximadamente 30 min. Por
fim, o extrato foi reconstituido em 1 mL de agua, filtrado em filtro de seringa 0,22 ym para um vial e
analisado por LC-LC-MS/MS. A curva analitica foi construida em agua, utilizando diferentes faixas de
concentragao para cada grupo de compostos: de 5 a 25 ng/mL para a mistura de N-nitrosaminas (exceto
NDELA), de 25 a 45 ng/mL para NDELA, 15 ng/mL para a mistura dos padrées deuterados (exceto
NDELA-d8) e 120 ng/mL para NDELA-d8.

Para o desenvolvimento do método foi empregada a LC-LC-MS/MS. A separagédo cromatografica foi

realizada em duas dimensdes (?D) utilizando o modo heart-cut. Na primeira dimens&o ('D) foi realizado
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o clean-up da matriz e selecionada a fragao contendo os analitos de interesse. Na segunda dimenséao
(°D) essa fragao foi entdo submetida a separagéo dos analitos. Os analitos foram ionizados usando uma
fonte APCI operando no modo positivo. A quantificacdo no espectrémetro de massas foi realizada no
modo de reacgdes selecionadas (SRM), usando para cada analito uma transicdo m/z para quantificagédo

e outra para confirmacéao de identidade.

As curvas analiticas de padronizagao interna apresentaram um coeficiente de correlacao linear (r) de

0,9931 a 0,9993 para os analitos alvos.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Para otimizacdo do preparo das amostras foram considerados as areas e os formatos de picos
cromatograficos e a eficiéncia de extragao dos analitos. No procedimento DLLME, ao utilizar 100 uL de
diclorometano ndo houve separagao de fases, impossibilitando a coleta da fase organica. O uso de
metanol (Figura 1A) como solvente dispersante resultou em menores areas dos picos cromatograficos
e deformacao dos picos, além disso, impossibilitou a extracdo da NDELA. Embora a acetonitrila (Figura
1B) e a acetona (Figura 1C) tenham produzido areas de picos semelhantes, houve uma maior
deformacao nos formatos dos picos cromatograficos com o uso da acetonitrila. Além disso, a evaporagao

da acetonitrila foi consideravelmente mais lenta (2 horas), em comparagao a acetona (30 min).

O uso de 500 pL de diclorometano como solvente extrator e 2000 pL de acetona como dispersante
apresentou os melhores resultados em termos de formatos e areas dos picos cromatograficos, assim
como na recuperagao dos analitos, sendo a condi¢do adotada para utilizar no preparo das amostras. Os

cromatogramas obtidos estdo apresentados na Figura 2.
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Figura 1: Areas dos analitos em fungao do solvente
dispersante utilizado. (A) metanol, (B) acetonitrila e (C)
acetona.

Figura 2: Cromatogramas extraidos da NDELA,
NDELA-d8, NDMA, NDMA-d6, NMOR, NMOR-d4,
NDEA e NDEA-d10, todas na concentragdo de 100
ng/mL. Solvente extrator: 500 pL de diclorometano e
solvente dispersante: 2000 yL de acetona no preparo
de amostras.

Apo6s definir os volumes dos solventes dispersor (2000 pL de acetona) e extrator (500 pL de

diclorometano), foi desenvolvido e validado o método de quantificacdo e avaliado o limite de
quantificagédo dos analitos (LOQ), os quais foram: NDELA (25 ng/mL), NDMA, NMOR e NDEA (5 ng/mL).

O método desenvolvido foi empregado na andlise de 12 amostras de aguas termais cosméticas (9

diferentes fabricantes). As amostras foram adquiridas no comércio de Campinas no ano de 2024.

Em nenhuma das amostras analisadas foi detectada a presenca das N-nitrosaminas em estudo acima

do LOQ do método. Sendo assim, para avaliar a exatiddo do método proposto, as amostras foram
fortificadas no nivel do LOQ, NDELA (25 ng/mL), NDMA, NMOR e NDEA (5 ng/mL), utilizando 120 ng/mL
de NDELA-d8 e 15 ng/mL de NDMA-d6, NMOR-d4, e NDEA10. A exatidao, avaliada mediante o teste

de recuperacao (%), para cada analito nas 12 amostras estao apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2: Valores de recuperacdo médios (n=2) obtidos
das aguas termais cosméticas + desvio médio. Os resultados indicam que tanto a matriz da

Exatidao (% . . .
amostra quanto a polaridade das N-nitrosaminas
Amostra | NDELA NDMA NDEA NMOR
A <LOQ <LOQ <0Q | 112+4 influenciaram significativamente o desempenho
B 136 +22 | 104 +1 104+1 | 119+64 do método. A NDELA, o analito mais polar da
c <LOQ | 104+10 | 104+10 | 9623 série, ndo apresentou niveis de recuperagao
D 187+18 | 89+9 89+9 | 120+17 o
E 165+ 9 08 + 4 08 + 4 102 + 1 aceitaveis nas amostras A, B, D, E e G,
F 1183 99+0 99+0 106 + 5 possivelmente devido a interferéncia de
G 178+8 | 95+2 | 95+2 | 136+4 componentes polares da matriz. A NDMA e a
H 128+11 | 105+8 | 105+8 | 105+4 ] . o
| 117+5 | 11646 | 11626 | 110%2 NDEA de carater mais apolar exibiram
J 117+9 | 1016 | 1016 106 + 5 comportamentos semelhantes, com exatidao
K 117+6 | 63+3 | 63+3 | 11649 aceitavel na maioria das amostras, exceto nas
L 11811 | 914 91+4 <LOQ , .
amostras A e K. Ja a NMOR, nao apresentou
LOQ: NDELA (25 ”g/m'-)’/NI'_D)MA’ NMOR e NDEA (5 exatiddo satisfatoria nas amostras G e L.
ng/m
CONCLUSOES:

O uso da DLLME na extragao de N-nitrosaminas de amostras aquosas ainda tem sido pouco explorado
em comparagdo a outros procedimentos consolidados, como a extracdo em fase sélida (SPE). No
entanto, por ser menos laboriosa e demandar menor volume de solventes, a DLLME, quando associada
a cromatografia bidimensional, demonstrou resultados promissores na analise de amostras de agua
termal cosmética. As recuperacbes em amostras reais foram, em sua maioria, satisfatérias, embora os
dados evidenciem a elevada complexidade das matrizes cosméticas. Essa complexidade se reflete na
variabilidade dos resultados obtidos, tanto entre diferentes produtos quanto entre os analitos avaliados,

indicando a influéncia direta da composi¢cdo da matriz no desempenho da extragao.
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