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 RESUMO  

Dissertação de Mestrado 

Programa de Pós-Graduação em Química 

Universidade Federal de Santa Maria 
 

AVALIAÇÃO SOBRE A PRESENÇA DE HIDROCARBONETOS 

POLICÍCLICOS AROMÁTICOS (HPAs) EM FORMULAÇÕES 

FARMACÊUTICAS INJETÁVEIS 

 

Autora: Juliane Froncheti de Moura 

Orientador: Profª. Drª. Denise Borher Nascimento 

Santa Maria, 10 de setembro de 2009 

Os hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (HPAs) constituem uma 
família de compostos caracterizada por possuírem 2 ou mais anéis aromáticos 
condensados. Estas substâncias, bem como seus derivados nitrados e 
oxigenados, têm ampla distribuição e são encontrados como constituintes de 
misturas complexas em todos os compartimentos ambientais. Existe uma 
imensa variedade de HPAs no meio ambiente, grande parte deles possuindo 
características estruturais e propriedades muito similares, são conhecidos por 
suas propriedades carcinogênicos e/ou mutagênicos. Neste estudo foi 
investigado a presença de HPAs no negro de fumo, borrachas utilizadas como 
tampas de frascos de medicamentos, bem como algumas formulações 
farmacêuticas (aminoácidos e soluções lipídicas para nutrição parenteral e 
alguns medicamentos injetáveis) por cromatografia líquida de alta eficiência. A 
origem dos HPAs nas borrachas e em produtos farmacêuticos está no uso do 
negro de fumo, como pigmento. Para as análises, os HPAs foram extraídos do 
negro de fumo e de diferentes tipos de tampas de borrachas com acetona. A 
determinação de HPAs nas formulações farmacêuticas exigiu prévia extração 
em fase sólida, usando colunas de poliestireno. As extrações foram otimizadas 
com soluções individuais de cada formulação investigada. Os resultados 
mostraram que todas as amostras de borrachas analisadas estavam 
contaminadas por HPAs. Os níveis foram entre 0,12 mg g-1 para 
Benzo(a)Pireno e 5,64 mg g-1 para Benzo(g,h,i)Perileno. Entre os produtos 
farmacêuticos, as soluções de aminoácidos apresentaram níveis entre 0,02 mg 
L-1 para Benzo(a)Pireno e 0,21 mg L-1 para Pireno, e emulsões lipídicas 0,07 
mg L-1 e 0,19 mg L-1 para os mesmos HPAS. Entre os injetáveis, a 
contaminação esteve entre 0,06 mg L-1 e 0,03 mg L-1 para o Benzo(a)Pireno.  

 

 
 

 

viii 



 

 
ABSTRACT 

Master Dissertation in Chemistry  

Postgraduate in Chemistry  

Federal University of Santa Maria 

 

EVALUATION ON PRESENCE OF POLYCICLIC AROMATIC 

HYDROCARBONS (HPAs) IN INJETABLE PHARMACEUTICAL 

 

AUTHOR: JULIANE FRONCHETI DE MOURA 

ADVISOR: DENISE BORHER NASCIMENTO 

Santa Maria, 10 September 2009. 

 

Polyciclic Aromatic Hydrocarbons (PHAs) are a family of compounds 
which contain two or more condensed aromatic rings. These substances, 
including the oxygenate and nitrogenate derivates, are widely spread in the 
environment, being found in several locations. A great number of PAHs, with 
similar structural and physicochemical characteristics, which are known by their 
carcinogenic and mutagenic properties, are distributed in the environment. In 
this study the presence of PAHs in carbon black, rubbers used as closure in 
medication containers, as well as in some pharmaceutical formulations (amino 
acid and lipid solutions for parenteral nutrition and some injectable drugs) was 
investigated by high performance liquid chromatography. The origin of PAHs in 
rubbers and in pharmaceutical products stored in containers with rubber 
closures is the carbon black used as pigment. For the analysis, PAHs were 
extracted from the carbon black itself and from different types of rubber closures 
with acetone. The determination in the pharmaceutical formulations demanded 
a previous solid phase extraction of the PAHs, using polystyrene columns. The 
extraction was optimized with individual solution of each formulation 
investigated. The results showed that all analyzed rubbers were contaminated 
by PAHs. The levels were within 0.12 mg g-1 for Benzo(a)Pyrene and 5.64 mg 
g-1 for Benzo(ghi)Perylene. Among the pharmaceutical products, amino acid 
solutions presented levels between 0.02 mg L-1 for Benzo(a)Pyrene and 0.21 
mg L-1 for Pyrene, and lipid emulsions 0.07 mg L-1 and 0.19 mg L-1 for the same 
PAHs. Among the injectables, the contamination ranged between 0.06 mg L-1 
and 0.031 mg L-1 for the Benzo(a)Pyrene.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

Os HPAs são emitidos por fontes naturais e antropogênicas. A 

contribuição das fontes naturais é muito limitada restringindo-se, praticamente, à 

queima espontânea de florestas e emissões vulcânicas. As fontes antropogênicas 

representam o principal processo de emissão de HPAs (LEE, 1995). 

A queima de combustíveis como petróleo e seus derivados, carvão, 

madeira, gás de carvão, etc, produz HPAs e muitos outros poluentes atmosféricos. A 

quantidade e os tipos de HPAs formados dependem das condições específicas do 

processo e do tipo de combustível, sendo que processos mais eficientes emitem 

menores quantidades de HPAs. A fumaça de cigarro, queimadas e calefação 

(especialmente em países de clima temperado) são importantes fontes de HPAs e 

derivados (LOPES et al. 1996). 

Os HPAs são oriundos também de fontes tecnológicas que podem ser 

móveis ou estacionárias. Entre as fontes móveis, destaca-se o motor de combustão 

interna como o principal emissor destas substâncias para o ambiente. Este tipo de 

motor é o mais comum em diversos veículos de transporte de cargas e passageiros. 

As fontes estacionárias são subdivididas entre as utilizadas na geração de energia 

elétrica e calor e aquelas ligadas à atividade industrial (produção de alumínio) e de 

incineração (principalmente de rejeitos químicos) e podem emitir uma grande 

variedade de produtos de combustão incompleta (NETTO et al., 1999). 

Considerados importantes contaminantes ambientais amplamente 

distribuídos na natureza, os HPAs têm despertado interesse crescente no cenário 

internacional pelo fato de muitos deles serem genotóxicos e prováveis 

carcinogênicos humanos (WHO, 1998). 

Os HPAs são absorvidos através dos pulmões, trato gastro-intestinal e 

pela pele. São largamente distribuídos pelo organismo através de qualquer rota e 

são encontrados em praticamente todos os órgãos internos, principalmente naqueles 
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ricos em lipídeos. O metabolismo dos HPAs é complexo. Em geral são convertidos 

em epóxidos e estes posteriormente convertidos em fenóis, dióis e trióis que podem 

ser conjugados com o ácido sulfúrico ou glucorônico ou com a glutationa. Embora a 

maior parte do metabolismo resulte em detoxificação, alguns HPAs são ativados 

formando espécies DNA-ligantes, principalmente diol epóxidos, que podem dar início 

a um processo de carcinogênese. Os HPAs podem produzir tumores tanto no local 

de contato quanto em local distante deste, e o potencial carcinogênico do composto 

pode variar de acordo com a rota de exposição (WHO, 1998). 

 O negro de fumo, também conhecido como negro de carbono (do inglês 

“carbon black") é constituído por partículas finamente divididas, que são obtidas por 

decomposição térmica (pirólise) ou combustão parcial de hidrocarbonetos gasosos 

ou líquidos. O negro de fumo possui duas propriedades que definem a maioria 

absoluta das suas aplicações: elevado poder de pigmentação e capacidade de, em 

mistura com as borrachas, elevar substancialmente a resistência mecânica desses 

materiais.  

Levando-se em consideração que estas borrachas pigmentadas com o 

negro de fumo são utilizadas em êmbolos de seringas e tampas de medicamentos, 

objetivou-se um estudo para determinação simultânea de HPAs em medicamentos 

que são armazenados em recipientes com tampas de borracha utilizando a 

cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) com detecção UV e fluorescência. 

A primeira parte deste estudo constituiu na investigação da concentração 

de HPAs existente no negro de fumo que é obtido de uma fração de petróleo. Uma 

vez definida a presença de HPAs e sua concentração no negro de fumo, verificou-se 

a presença dos hidrocarbonetos nas borrachas de coloração cinza, marrom 

avermelhada e preta utilizadas em embalagens de medicamentos, e estudou-se a 

possível contaminação de soluções de aminoácidos e lipídeos comerciais utilizadas 

em nutrição parenteral, armazenadas em frascos de vidro com tampas de borrachas. 

Posteriormente, fez-se a investigação dos HPAs em alguns medicamentos 

utilizados por bebês prematuros que são administrados por via endovenosa, os 

quais ficam armazenados em seringas descartáveis e em contato com o êmbolo de 

borracha. 
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 2. OBJETIVOS 

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar a contaminação de infusões 

parenterais e medicamentos injetáveis por HPAs bem como a origem desta 

contaminação. 

 

 

2.1 Objetivos Específicos 

 

� Adequação da metodologia para determinação de HPAs. 

� Avaliação da concentração de HPAs nas amostras de negro de fumo. 

� Avaliação da contaminação de amostras de borrachas provenientes de 

embolos de seringas descartáveis e tampas de medicamentos. 

� Avaliação da contaminação de formulações farmacêuticas injetáveis 

armazenadas em recipientes com tampas de borracha. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA   

 

 

3.1 Nutrição Parenteral 

 

A Nutrição Parenteral (PN) consiste na administração de todos os 

nutrientes necessários, via intravenosa ou intramuscular, a indivíduos que não 

podem consumir nutrientes via trato gastrointestinal. O conceito nutrição parenteral 

foi proposto por Dudrick em 1968 (FISCHER, 1978). Este tipo de nutrição pode ser 

realizado de forma total ou de forma parcial. PN parcial se aplica a indivíduos 

capazes de se manter parcialmente por via oral, mas que necessitam de alguma 

assistência e apoio através de outros meios. É prescrita a pacientes portadores de 

diversas doenças complexas como câncer ou AIDS (HARRAKI et al. 1995) para 

pacientes cirúrgicos, pré e pós-operatório, e pacientes pediátricos. 

Quando os indivíduos são completamente incapazes de comer 

normalmente e não podem se manter sob o ponto de vista nutricional, torna-se 

necessária a nutrição parenteral total como modalidade terapêutica primária.  

A composição básica do preparo parenteral é relativamente padronizada. 

As misturas contém três categorias de nutrientes: proteínas, na forma de 

aminoácidos, açúcares, como a glicose e lipídios. São produzidas como soluções 

aquosas, hidrolizados protéicos e ainda como emulsões.  

As formulações parenterais têm sido objeto de numerosos estudos, 

visando o melhoramento da esterilidade, apirogenicidade, o monitoramento de 

contaminações, a normalização da composição e estabilidade, pois, apesar de todos 

os cuidados, as técnicas envolvidas não são totalmente isentas de riscos, existindo 

tanto o risco de contaminação microbiológica, no momento da administração, como 

também contaminação química (PLUHATOR-MURTON,1999; LEUNG, 1995). 
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A administração intravenosa fornece uma rota de dispersão rápida de 

grandes quantidades de fluidos e medicamentos a todas as partes do corpo, 

alcançando um efeito terapêutico rápido. A velocidade de infusão deve ser 

controlada para estabelecer e manter os níveis desejados (AVIS et al, 1986). 

 

 

3.1.1 Procedimento de esterilização das soluções parenterais 

 

Apesar do conceito de esterilização não ser novo, a responsabilidade 

primária da indústria farmacêutica para esta questão é recente e tem ocorrido 

simultaneamente com o advento da produção em massa de medicamentos pré-

preparados. Para produzir um medicamento estéril, os fabricantes devem levar em 

consideração uma série de fatores, sistemas e técnicas. 

Esterilidade é definida como ausência completa de microorganismos. O 

processo de esterilização, contudo, pode ser definido probabilisticamente, devido à 

ordem logarítmica da destruição microbiológica e à ausência de métodos absolutos 

para confirmação de esterilidade (AVIS et al, 1986). Visto que a determinação de 

esterilidade é vulnerável a erros e limitações nos sistemas usados para controle, 

esterilidade é melhor definida como a ausência total de microorganismos, dentro de 

limites especificados de probabilidade. 

A confiança da esterilidade de qualquer produto, material ou substância é 

dependente do método de esterilização utilizado. Os métodos de esterilização mais 

utilizados são o calor úmido, o calor seco, a irradiação ou o uso de agentes químicos 

como, por exemplo, o óxido de etileno, o formaldeído e o peróxido de hidrogênio. 

Entretanto, deve-se considerar que cada processo de esterilização tem suas 

limitações específicas. Não existe um método universal que possa ser aplicado a 

todos os produtos, materiais e substâncias. Os fatores determinantes na escolha do 

método apropriado são: (a) sua compatibilidade com o produto, material ou 

substância a ser esterilizada; (b) a resistência da embalagem; (c) a penetração do 

agente em áreas remotas, que podem conter microorganismos; (d) um alto nível de 

atividade letal, resultando na necessidade de pequenas quantidades do agente 

esterilizante; (e) baixo custo; (f) alto grau de segurança e baixa toxicidade do 

homem; (g) simplicidade; (h) tempo requerido para o processo e (i) sua 

adaptabilidade para processos em linha. 
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O calor úmido pode ser classificado como um agente físico de 

esterilização. O vapor saturado tem um alto nível de atividade letal, com a destruição 

de todos os tipos de microorganismos, incluindo esporos altamente resistentes, num 

período de tempo de 15 minutos, a 121 ºC. Seu custo é relativamente baixo, 

comparado a outros agentes esterilizantes. As vantagens da esterilização com vapor 

saturado são a simplicidade, por requerer apenas monitoramento de tempo, 

temperatura e pressão, e a velocidade. Uma das maiores desvantagens é sua 

incompatibilidade com muitos materiais sensíveis ao calor. 

O vapor saturado tem sido usado para esterilização de numerosos 

materiais, incluindo recipientes para soluções parenterais aquosas ou meios 

bacteriológicos, luvas cirúrgicas, tanques de fermentação, materiais de vidro e 

instrumentos e utensílios de aço inoxidável. A esterilização é feita em batelada, em 

uma autoclave.  

O calor seco é geralmente aplicado a materiais tolerantes ao calor, por 

exemplo, metais, vidros, gorduras e óleos. O calor seco tem sido usado para destruir 

não somente microorganismos, mas também pirogênios. É considerado um dos 

métodos de esterilização mais seguros. A temperatura e tempo típicos são 160 0C e 

60 minutos. O método é relativamente simples, porém é essencial que haja uma boa 

circulação do calor sobre o produto a ser esterilizado. Estudos com relação à 

resistência de alguns esporos mostram ser necessários um tempo de até três horas 

para garantir a sua esterilidade (AVIS et al, 1986). 

A radiação gama, proveniente da aceleração de elétrons e do 60Co, é 

outro método de esterilização utilizado. Este método tem excelente atividade letal e 

alto nível de penetração na maioria dos materiais, sendo esta dependente da fonte 

de energia e do tipo de material. A esterilização por radiação não é um método 

universalmente aceito, mas têm sido aplicado mais a alimentos, itens médicos, 

seringas plásticas e cosméticos. Raramente é utilizado para medicamentos, devido 

aos danos que pode causar ao produto como, por exemplo, rompimento das 

ligações químicas e ainda devido ao alto custo inicial, bem como segurança no 

processo (AVIS et al, 1986). 

O agente químico mais utilizado para esterilização é o óxido de etileno. É 

altamente reativo, alquilante, tóxico, inflamável e explosivo e é empregado para 

esterilizar, principalmente, materiais médicos. A destruição dos microorganismos é 
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diretamente dependente da umidade, concentração de gás, temperatura e tempo de 

exposição (AVIS et al, 1986). 

O método comumente usado para esterilização de soluções parenterais 

armazenadas tanto em recipientes de vidro, como em embalagens plásticas, é a 

esterilização por calor úmido (vapor saturado) (AVIS et al, 1986). 

 

 

3.2 Hidrocarbonetos Policíclicos Aromáticos 

 

Os hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (HPAs) constituem uma família 

de compostos caracterizada por possuírem 2 ou mais anéis aromáticos 

condensados. Estas substâncias, bem como seus derivados nitrados e oxigenados, 

têm ampla distribuição e são encontrados como constituintes de misturas complexas 

em todos os compartimentos ambientais. 

De maneira geral, tanto os HPAs quanto seus derivados estão associados 

ao aumento da incidência de diversos tipos de câncer no homem (NETTO, et al. 

2000).  

A elevada taxa de mortalidade (cerca de 6,5 milhões de pessoas morrem 

de câncer anualmente) e o fato de que os tratamentos para estas doenças são 

dispendiosos, demorados e normalmente trazem muito sofrimento aos doentes, 

expõem claramente os benefícios potenciais que o entendimento, a avaliação e o 

controle da exposição humana a substâncias que possuam atividade 

carcinogênica/mutagênica podem trazer, particularmente quando sabe-se que a 

grande maioria dos canceres resulta de interações genéticas e ambientais, sendo as 

causas externas (ambientais), em conjunção com fatores de suscetibilidade 

adquirida, as mais importantes. No caso dos HPAs e seus derivados, isto é feito 

geralmente através do monitoramento dos níveis ambientais desta substâncias, do 

conhecimento das suas vias de penetração no organismo, de seu metabolismo, bem 

como da avaliação precoce de seus efeitos biológicos. Vários componentes deste 

grupo são capazes de reagir diretamente, ou após sofrerem transformações 

metabólicas, com o DNA, tornado-se potenciais carcinógenos e eficientes 

mutágenos (NETTO, et al. 2000). 
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Dentre os hidrocarbonetos existem os que apresentam dois ou mais anéis 

benzênicos e são denominados de hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (HPAs). 

Os HPAs são classificados como apresentando núcleos isolados como as bifenilas e 

núcleos condensados como o naftaleno, antraceno e fenantreno (Figura 1) (XUE e 

WARSHAWSKY, 2004). Existe uma imensa variedade de HPAs no meio ambiente, 

grande parte deles possuindo características estruturais e propriedades muito 

similares, sendo comum à existência de estruturas isoméricas. Muitas vezes certos 

isômeros são mais carcinogênicos ou mutagênicos do que outros (RIBEIRO, 2001). 

As propriedades químicas e físico-químicas dos HPAs são em grande 

parte determinadas por seus sistemas de duplas conjugadas, que variam com o 

número de anéis e, portanto, com sua massa molecular (COSTA, 2001). Os HPAs 

são compostos relativamente inertes e suas reações mais comuns são as reações 

de substituição ou de adição eletrofílica.  

As reações de adição destroem a aromaticidade do sistema conjugado, 

diminuindo assim a estabilidade da molécula. Muitas vezes, elas são acompanhadas 

por reações de eliminação, que regeneram o sistema aromático e dão origem a um 

produto final de substituição (COSTA, 2001). 

Os compostos aromáticos são tóxicos, porém alguns apresentam maior 

toxicidade (GUILLEN & SOPELANA, 2003). Evidentemente a gravidade da 

intoxicação depende da natureza do composto aromático, da quantidade ingerida ou 

inalada e do tempo de exposição a ele. 

Os HPAs podem apresentar ainda em sua estrutura átomos de oxigênio e 

nitrogênio, estas estruturas participam como misturas complexas e podem ser 

identificadas em segmentos ambientais variados. Segundo Wania e Mackay (1996), 

HPAs são poluentes orgânicos persistentes, ou seja, resistem a degradação 

ambiental. Devido a este fator os HPAs podem acumular-se no meio ambiente 

atingindo concentrações que podem prejudicar a saúde, sendo o caso mais 

conhecido o do Benzo(a)Pireno, presente na queima de combustível fóssil bem 

como no tabaco do cigarro e que possui efeito carcinogênico comprovado, pois 

interage diretamente no DNA das células provocando mutações e 

conseqüentemente câncer (JUHASZ & NAIDU, 2000; SAMANTA et al., 2002; 

BENGTSSON & ZERHOUNI, 2003;). 
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Figura 1 – Fórmula estrutural e nomenclatura de alguns hidrocarbonetos policíclicos 

aromáticos - HPAs (COSTA A.F., 2001). 
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3.2.1 Aspectos Históricos 

 

Considera-se como o início da química dos HPA o isolamento do 

benzo(a)pireno (BaP) do carvão, em 1931 e, subsequentemente, a sua síntese 

no mesmo ano. A sua identificação como uma nova substância química, em 

1933, permitiu demonstrar que o BaP é um forte agente cancerígeno em animais 

(COSTA, 2001).  

As primeiras provas dos riscos ocupacionais e ambientais dos HPA 

foram obtidas em 1922 pela demonstração de que extratos orgânicos de fuligem 

eram cancerígenos em animais (Passey, 1922) e, também pela atividade 

cancerígena do extrato de material particulado ambiental (Leiter, 1943). 

Posteriormente, a atividade biológica foi também observada em extratos de 

material particulado ambiental coletados em Los Angeles (COSTA, 2001). 

O BaP foi identificado em fuligem doméstica e posteriormente em 

material particulado ambiental. Em 1970 o BaP (e outros HPAs) foi caracterizado 

como um agente cancerígeno de distribuição mundial, em ambientes respiráveis, 

e como constituinte de aerossóis urbanos (COSTA, 2001).  

Nos anos 70 foi reconhecida a carcinogenicidade dos extratos de 

partículas atmosféricas até então atribuída ao BaP e demonstrado que a 

atividade cancerígena não é somente devida a esta substância mas, também, à 

presença de outras substâncias orgânicas ainda desconhecidas. Estas estão 

presentes, também, no material orgânico policíclico (MPO) de fontes de emissão 

primárias (COSTA, 2001). 

Também nos anos 70 foi introduzido um método muito sensível e 

eficaz para a determinação da mutagenicidade de substâncias químicas, por 

meio de bactérias do gênero Salmonella que ficaria conhecido como ensaio de 

mutagenicidade ou “Teste de Ames - Salmonella” em homenagem a seus 

autores (COSTA, 2001). 

A partir desta época muita atenção tem sido dada a avaliação de HPAs 

em matrizes ambientais e biológicas.  
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3.2.2 Algumas fontes de hidrocarbonetos policíclicos aromáticos 

 

A introdução no meio ambiente dos HPAs pode ocorrer por fontes naturais 

e antrópicas. Combustão acidental em florestas, materiais orgânicos diversos e 

combustíveis fósseis são considerados fontes naturais. As fontes antrópicas 

(causadas pelo homem) incluem queima de combustível fóssil (indústria petrolífera e 

carvoeira), produção de plásticos, borrachas sintéticas, fibras e fertilizantes (KO & 

BAKER, 2003; PALM et al., 2004). 

A quantidade de HPAs no meio ambiente tem crescido dramaticamente, 

tendo como maior fonte de emissão a queima de combustíveis fósseis, 

principalmente em veículos automotivos (MAZZERA et al., 1999; MASTRAL e 

CALLEN, 2000; PISUPATI et al., 2000;). Vazamentos de petróleo tão comuns 

atualmente, apesar de provocarem grandes impactos ambientais localizados, não 

são os maiores responsáveis pela presença destes hidrocarbonetos na 

contaminação de ambientes. Segundo Apitz e colaboradores (1999), processos 

industriais relacionados a combustíveis fósseis, sua exaustão e escoamento ainda 

depositam uma quantidade maior destes compostos no meio ambiente. 

O petróleo constitui uma das fontes mais importantes de hidrocarbonetos. 

O petróleo é um líquido oleoso, pouco denso (d=0,65 a 0,9 g/cm3) e não miscível em 

água. Dependendo da região onde foi formado pode apresentar cor negra ou 

avermelhada, sendo constituído por milhares de compostos orgânicos, com grande 

predominância de hidrocarbonetos diversos (ZAKARIA et al., 2002 e STOUT et al., 

2004). 

Segundo Connell e colaboradores (1988) os principais contaminantes 

orgânicos nocivos a saúde que derivam principalmente do petróleo são as bifenilas 

policloradas (BPC); os hexaclorociclohexanos (HCH); os hexaclorobenzenos (HCB) 

e o objeto de estudo do nosso trabalho, os hidrocarbonetos policíclicos aromáticos 

(HPA). Os HPA são contaminantes orgânicos semivoláteis e são encontrados no 

petróleo com diferentes massas moleculares (BENLAHCEN et al., 1997; BISPO et 

al., 1999; OLLIVON et al., 1999). 

Outra fonte de hidrocarbonetos policíclicos aromáticos é a hulha, também 

conhecida como carvão mineral (SCHAUER et al, 1996; DIDYK et al., 2000), e o 

xisto betuminoso (LÓPEZ-RAMOS, 1979; MORENO GARCÍA & FUNES, 1991), 
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formado por rochas sedimentares orgânicas impregnadas de material oleoso (5 a 

10%) semelhante ao petróleo. A combustão natural ou provocada de material 

orgânico como madeira, serragem e derivados por sua vez também liberam 

quantidades significantes de HPA na atmosfera. 

 

 

3.2.3 Abundância, características físico-químicas e exposição humana. 

 

A exposição humana aos HPAs se dá principalmente através da 

contaminação ambiental. Estudos realizados na Inglaterra estimam que um total de 

cerca de 54.000 toneladas destas substâncias contaminam atualmente o ambiente 

no território do Reino Unido. Processos de combustão de matéria orgânica seriam 

responsáveis pela introdução de cerca de 1000 toneladas/ano, das quais os veículos 

motorizados responderiam por cerca de 80 toneladas/ano. Esta contribuição é mais 

significativa (> 35%) nas grandes cidades, mas outros processos, como incêndios 

em florestas, também podem emitir quantidades significativas de HPA para 

atmosfera (NETTO, et al. 2000). 

Os níveis de HPAs encontrados em amostras ambientais e biológicas são 

mostrados da Tabela 1. 

 

Tabela 1. Níveis de HPAs encontrados em amostras ambientais e biológicas.  

(NETTO, et al. 2000). 

 

Tipo de amostra Concentração 

Ar 1,3 a 500 (ng m3)-1 

Solo 0,8 ng/Kg – 100mg Kg-1 

Água 2,5 a 500 ng L-1 

Plantas < 150 µg Kg-1 

Alimentos 0,1 a 20 µg Kg-1 
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Em geral, as concentrações ambientais de seus derivados nitrados e 

oxigenados são cerca de 100 a 1000 vezes inferiores àquelas dos correspondentes 

HPAs. Algumas propriedades físico-químicas importantes para se entender o 

comportamento ambiental e biológico de representantes do grupo dos HPAs são 

mostradas na Tabela 2. 

 

Tabela 2. Propriedades físico-químicas de alguns HPAs e NHPAs (NETTO, et al. 

2000). 

 

Substância 

Peso 

molecular 

(g mol-1) 

Pressão de 

vapor        

(Pa, 25ºC) 

Log    

K(o/a) 

Constante 

de      

Henry     

(M. atm-1) 

Solubilidade 

em água  

(mg L-1) 

Naftaleno 128 36,8 3,37 1,74 X 10-3 31 

Acenaftileno 152 4,14 4,00 3,39 X 10-3 16,1 

Fluoreno 166 0,71 4,18 3,18 X 10-3 1,9 

Fenantreno 178 0,113 4,57 1,31 X 10-3 1,1 

Antraceno 178 0,0778 4,54 1,60 X 10-3 0,045 

Pireno 202 0,0119 5,18 3,72 X 10-4 0,132 

Benzo(a)Pireno 252 2,13 X 10-5 6,04 1,86 X 10-5 0,0038 

Benzo(g,h,i) 

Perileno 

276 2,25 X 10-5 6,5 3,03 X 10-5 0,00026 

Coroneno 300 1,98 X 10-10 6,75 1,72 X 10-7 0,00014 

 

Como podem ser observadas na Tabela 2, estas substâncias são pouco 

solúveis em água e, em geral, sua solubilidade diminui com o aumento do número 

de anéis. HPAs apresentam também, coeficientes de partição octanol/água 

superiores a 1000, demonstrando grande afinidade lipofílica que aumenta com o 

número de anéis aromáticos da molécula. 
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Por outro lado, a volatilidade destes compostos diminui com o aumento do 

peso molecular e, consequentemente, HPAs de pesos moleculares mais baixos são 

mais voláteis e apresentam maiores pressões de vapor que os mais pesados. O 

mesmo é observado com os valores da constante de Henry que diminui com o 

aumento do peso molecular destas substâncias (NETTO, et al. 2000). 

Como conseqüência destas propriedades, na atmosfera, estas 

substâncias podem ser encontradas tanto na fase gasosa quanto adsorvidas no 

material particulado. A concentração de cada componente em ambas as fases é 

função de sua volatilidade e de sua afinidade pelas superfícies das partículas 

atmosféricas. 

No solo, HPAs encontram-se geralmente adsorvidos no material 

constituinte e ficam retidos nas camadas superiores. As meias vidas dos compostos 

de maior peso molecular são relativamente elevadas e indicam que sua degradação 

é lenta (NETTO, et al. 2000). 

Em virtude de suas propriedades físico-químicas e da grande distribuição 

ambiental, o risco de contaminação humana por estas substâncias é significativo. De 

fato, devido ao seu caráter lipofílico, HPAs e seus derivados podem ser absorvidos 

pela pele, por ingestão ou por inalação, sendo rapidamente distribuídos pelo 

organismo. 

A quantidade absorvida por inalação varia de acordo com o grau de 

contaminação atmosférico, que está diretamente relacionado com a urbanização, 

tráfego de veículos automotores (principalmente motores diesel) e com o tipo e a 

industrialização da área. Em ambientes fechados, a fumaça de cigarro e as fontes de 

aquecimento podem contribuir para o aumento dos níveis ambientais de HPAs. 

Alguns processos industriais (Tabela 3) também contribuem significativamente para 

o aumento da concentração atmosférica destas substâncias. 
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Tabela 3. Evidências de carcinogenicidade e mutagenicidade de alguns processos 

industriais e misturas complexas (NETTO, et al. 2000). 

 

Processos/Misturas Evidências 

epidemiológicas 

Evidências 

Experimentais 

Classificação 

pelo IARC; grupo 

Produção de alumínio  Suficientes  - 1 

Gaseificação de carvão  Suficientes - 1 

Produção de coque Suficientes - 1 

Produção de eletrodos 

de carbono 

Suficientes - 1 

Betumes (extratos) - Suficientes 2 B 

Negro de carvão  Inadequadas Suficientes 2 B 

Exaustão de motores a 

diesel 

Limitadas Suficientes 2 A 

Exaustão de motores a 

gasolina 

Inadequadas Suficientes 2 B 

Óleos minerais (não ou 

pouco tratados) 

Suficientes Suficientes 1 

Óleo de xisto Suficientes Suficientes 1 

Fuligem  Suficientes - 1 

1 – O agente é carcinogênico para humanos.; 2A – O agente é provavelmente carcinogênico para 

humanos.;  2B – O agente é possivelmente carcinogênico para humanos. 

 

A absorção dérmica é bastante importante em algumas atividades 

industriais, podendo ser a responsável por até 90% da quantidade absorvida pelo 

organismo. 

Revisão Bibliográfica 



                                                                                                                 38 

Os alimentos são considerados outra importante fonte de exposição 

humana, tanto devido à formação de HPAs durante o cozimento, quanto devido à 

deposição atmosférica sobre grãos, vegetais e frutas. 

Estudos realizados com pessoas não fumantes e não ocupacionalmente 

expostas estimam uma ingestão diária de cerca de 3,12 µg de 8 HPAs 

(benzo[a]antraceno, criseno, benzo[b] fluoranteno, benzo[k]fluoranteno, 

benzo[a]pireno, indeno[1,2,3-cd]pireno, dibenzo[a,h]antraceno e benzo[ghi]perileno) 

sendo os alimentos, responsáveis por cerca de 96% desta ingestão. O restante é 

absorvido diretamente do ar (1,6%), da água (0,2%) e do solo (0,4%). Fumantes que 

consomem 1 maço de cigarros sem filtro por dia podem ingerir um adicional entre 1 

a 5 µg (NETTO, et al. 2000). 

Quando absorvidos diretamente da fase gasosa, os HPAs são 

rapidamente metabolizados e eliminados pelo organismo (o BaP, por exemplo, é 

metabolizado em cerca de 1 hora). Entretanto, quando estão associados a partículas 

respiráveis, esta eliminação é bem mais demorada podendo levar semanas. Por 

serem rapidamente metabolizados nos tecidos corpóreos, a bioacumulação não é 

observada, mesmo nos tecidos ricos em gorduras. As maiores rotas de eliminação 

destas substâncias após metabolismo hepático, são as fezes e a urina.  

 

 

3.2.4 Genotoxicidade (mutagenicidade e carcinogenicidade) dos HPAs e seus 

derivados. 

 

O primeiro indício de carcinogenicidade química de produtos de 

combustão orgânica foi publicado em 1775, quando foi observada uma maior 

incidência de cânceres em limpadores de chaminés. Muitos anos depois desta 

publicação esta atividade carcinogênica foi atribuída à presença de Benzo(a)Pireno 

(BaP) nas amostras. 

Posteriormente foi comprovado experimentalmente que a presença do 

BaP, por si só, não justificava toda a atividade carcinogênica observada nestas 

amostras, sendo este “excesso de carcinogenicidade”, atribuído à presença conjunta 

de outros membros da família dos HPAs e de alguns de seus derivados, 
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principalmente nitroderivados. Dados sobre a carcinogenicidade, genotoxicidade e 

mutagenicidade de alguns HPAs e seus derivados encontram-se na Tabela 4. 

 

Tabela 4. Dados relativos aos efeitos carcinogênicos, genotóxicos e mutagênicos de 

alguns HPAs e NHPAs (NETTO, et al. 2000). 

HPA Carcinogenicidade Genotoxicidade Mutagenicidade  

Fluoreno  I L - 

Fenantreno I L + 

Antraceno N N - 

Fluoranteno N L + 

Pireno N L + 

Benzofluorenos I I ? 

Benzofluorantenos S I + 

Ciclopental(cd)Pireno L S + 

Benzo(a)Antraceno S S + 

Criseno L L + 

Trifenileno I I + 

Benzo(e)Pireno I L + 

Benzo(a)Pireno S S + 

Perileno I I + 

Indeno(1,2,3-cd)Pireno S I + 

Dibenz(ac)Antraceno L S + 

Dibenz(a)Antraceno S S + 
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Dibenz(aj)Antraceno L I + 

Benzo(ghi)Perileno I I + 

Antraceno L I + 

Coroneno I I + 

Dibenzo(ae)Fluoranteno L N  

Dibenzopirenos S I + 

2-nitronaftaleno N L - 

1-nitropireno I S + 

Dinitropireno   + 

Dados disponíveis para a comprovação do efeito: S = suficientes; I = insuficientes; L = limitados; N = 

não carcinogênico. Genotoxicidade foi avaliada através dos testes de deterioração do DNA; 

aberração cromossômica, mutagenicidade. Mutagenicidade (teste de Ames): + (positivo); - (negativo); 

? (inconclusivo) 

 

Estudos posteriores conduziram à identificação de vários processos 

industriais e misturas complexas dotados de potencial mutagênico e/ou 

carcinogênico atribuídos a presença destas substâncias. Alguns destes processos e 

misturas são mostrados na Tabela 3. 

 

 

3.2.5 HPAs em alimentos 

 

A presença de HPAs em alimentos deve-se principalmente à sua formação 

durante certos tipos de processamentos como defumação, torrefação e secagem  

direta com madeira, à poluição do ar e da água, além de sua presença em solos 

terrestres e marinhos (WHO, 1998). Existem muitos estudos sobre a ocorrência de 

HPAs em diversos tipos de alimentos, incluindo óleos vegetais, margarinas, 

maionese, produtos lácteos, frutas, vegetais, produtos defumados, chás, café, 
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cereais, água, alimentos de origem marinha, alimentos grelhados entre outros 

(GRIMMER & BÖHNKE, 1975; LAWRENCE & WEBER, 1984; BIRKHOLZ et al., 

1988; TOUMINEN et al. 1988; DE VOS et al. 1990; SERRA et al., 1995; CHEN et al. 

1996; KAYALI et al. 1996; TOLEDO & CAMARGO, 1998; GARCIA et al., 1999; 

CAMARGO & TOLEDO, 2000; CAMARGO & TOLEDO, 2002a; CAMARGO & 

TOLEDO, 2002b; SIMKO, 2002; CAMARGO & TOLEDO, 2003; KISHIKAWA et al. 

2003; YABIKU et al. 2003, GARCIA et al., 2005; LIN et al., 2005).  

No caso dos óleos vegetais, a presença desses compostos é atribuída à 

etapa de secagem dos grãos, sendo a secagem à lenha a técnica que mais contribui 

para a formação dos compostos e sua presença no produto final. Embora a 

desodorização reduza os teores de HPAs, seu efeito não é substancial, sendo 

necessário o controle do óleo bruto ou a utilização de carvão ativo para remoção dos 

HPAs (DENNIS et al., 1991; CAMARGO & TOLEDO, 1998). 

A ocorrência de HPAs em frutas e vegetais se deve principalmente à 

poluição ambiental. Neste caso, o material particulado se deposita na superfície 

destes, onde são concentrados pela camada de cera através de adsorção superficial 

(WHO, 1998; CAMARGO & TOLEDO, 2002c). O nível de contaminação depende da 

localização da plantação e da área de superfície do alimento exposta à 

contaminação. As plantações situadas próximas a rodovias dão origem a produtos 

com maiores teores de HPAs (CAMARGO & TOLEDO, 2002a). 

A contaminação de cereais se dá de maneira análoga à de frutas e 

vegetais, sendo a área de cultivo um fator muito importante. Outra via de 

contaminação dos grãos é a secagem dos mesmos pela aplicação de gases de 

combustão, com os teores de HPAs variando em função do tipo de combustível 

utilizado e das condições de sua queima (CAMARGO & TOLEDO, 2002b). 

Em produtos defumados os HPAs são formados pela queima da madeira 

utilizada no processo. A maior concentração de HPAs nesses produtos se dá 

imediatamente após a defumação, após o que a concentração diminui devido à 

decomposição na presença de luz e à interação com outros compostos. Os  HPAs 

podem penetrar no alimento, onde ficam protegidos da luz e do oxigênio; depois de 

algum tempo, a concentração se estabiliza em um valor constante (SIMKO, 2002). 

A contaminação do café ocorre no processo de torrefação dos grãos. 

Quando se prepara a bebida no modo tradicional (café coado em processo direto), 

20 a 30% dos HPAs presentes no pó de café são extraídos para a bebida; 

Revisão Bibliográfica 



                                                                                                                 42 

entretanto, quando o pó de café é fervido juntamente com a água antes da filtração, 

forma-se um complexo HPA-cafeína que facilita a passagem dos hidrocarbonetos 

para a bebida, resultando em um café com maiores níveis de HPAs (KRUIJF et al., 

1987; CAMARGO & TOLEDO, 2002b). 

O chá geralmente apresenta níveis superiores de HPAs em relação ao 

café torrado; no entanto, apenas uma pequena quantidade é transferida para a 

bebida durante a infusão. A contaminação do chá se dá devido à poluição ambiental 

aliada à secagem direta das folhas de chá (CAMARGO & TOLEDO, 2002b; 

CAMARGO & TOLEDO, 2002c). 

A presença de HPAs nos produtos de origem marinha se deve 

principalmente à contaminação ambiental que ocorre através de derramamento ou 

vazamento de óleo, efluentes industriais, ou de deposição de HPAs da atmosfera. 

Esses compostos são absorvidos e acumulados por organismos marinhos. Em geral, 

os peixes apresentam maior capacidade de metabolizar os HPAs, apresentando 

menor acúmulo nos tecidos. Os moluscos, por sua vez, tendem a apresentar 

maiores níveis de HPAs pois são incapazes de metabolizá-los e excretá-los 

(PHILLIPS, 1999; CAMARGO & TOLEDO, 2002c). 

Quando alimentos são preparados em contato com a chama, como 

acontece com as carnes de churrasco, a gordura da carne pinga sobre o fogo, sofre 

pirólise e então retorna à carne na forma de fumaça, carregando os HPAs que 

contaminam a carne. Quanto maior o teor de gordura da carne, maior a quantidade 

de HPAs presente no produto (PHILLIPS, 1999; CAMARGO & TOLEDO, 2002c). 

A tabela 5 apresenta a faixa dos níveis de benzo(a)pireno disponíveis na 

literatura para alguns tipos de alimentos. 
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Tabela 5. Níveis de Benzo(a)Pireno (BaP) reportados na literatura para 

alguns alimentos (CAMARGO & TOLEDO, 2002).  

Alimento BaP (µg Kg-1) 

Alimentos defumados nd – 66,90 

Alface  0,1 – 31,7 

Óleo de oliva nd – 164,4 

Óleo de soja nd – 42,90 

Óleo de milho nd – 8,0 

Óleo de girassol 1,51 – 58,9 

Peixes e frutos do mar < 0,005 – 4,54 

 

 

3.2.6 Alguns métodos de extração de HPAs 

 

A escolha do método para a extração depende principalmente da matriz 

da amostra. Óleos e gorduras se dissolvem facilmente em solventes apolares, 

podendo ser submetidos diretamente a uma partição líquido-líquido (LARSSON, 

1986). Alimentos com alto teor de proteínas necessitam de uma etapa prévia de 

saponificação, que pode aumentar em até 60% a quantidade de HPAs extraídos 

dessas matrizes (GRIMMER & BOHNKE, 1975). 

Muitos autores baseiam os seus métodos de extração naquele proposto 

por Grimmer e Bohnke (1975) que envolve as etapas de saponificação, extração 

com cicloexano, partição líquido-líquido com N,N-dimetilformamida-água (9:1, v/v) e 

limpeza em coluna de vidro empacotada com sílica-gel. Adaptações do método 

original têm sido utilizadas para determinação dos HPAs em diferentes tipos de 

alimentos (DENNIS et al., 1983; LAWRENCE & WEBER, 1984; LARSSON, 1986; 

DE VOS et al., 1990; SPEER et al., 1990; SERRA et al., 1995; HUSAIN et al., 1997; 

TOLEDO & CAMARGO, 1998; GARCIA et al., 1999; CAMARGO & TOLEDO, 2000; 
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CAMARGO & TOLEDO, 2002a; CAMARGO & TOLEDO, 2002b; CAMARGO & 

TOLEDO, 2003). 

Shimmo e colaboradores (2002) descrevem varias técnicas de extração de 

HPA em sólidos, dentre elas a extração por microondas, soxhlet, ultra-som e fluídos 

supercríticos, contudo Bouloubassi & Saliot, (1991) utilizam o método de agitação 

mecânica para suas extrações em solo seco. Com relação a algumas destas 

técnicas citadas na literatura podemos observar também resultados satisfatórios nos 

trabalhos de Xu e colaboradores (2001) e Ricking & Schulz (2002), utilizando a 

técnica do ultra-som; Budzinski e colaboradores (1997) utilizando a técnica de 

extração por soxhlet e Kim e colaboradores (2003) e Dupeyron e colaboradores 

(1999) a técnica do microondas.  

Segundo Dupeyron, a metodologia que oferece melhores resultados 

envolve a extração por microondas. Todos os métodos descritos são amplamente 

utilizados para extração de HPA em solos e outros materiais sólidos encontrados no 

meio ambiente. Os métodos citados também foram descritos como sendo muito 

eficientes na recuperação de HPA em solos por ISO (1995) e Song e colaboradores 

(1995) Contudo, extrações utilizando diferentes métodos feitos por Sun (2004) 

demonstraram que o peso molecular dos HPA pode influenciar na eficiência destes 

métodos. 

Com relação aos solventes utilizados nos métodos descritos, segundo 

Jonker & Koelmans (2002) o mais utilizado nas extrações de sólidos é o 

diclorometano. A utilização de mistura de solventes com proporções fixas também é 

muito utilizada.  

Vários trabalhos vem sendo desenvolvidos com o objetivo de aprimorar as 

técnicas de extração e com isto conseguir uma recuperação maior destes poluentes. 

Recentemente Sun e colaboradores (2005), utilizando diclorometano como solvente, 

compararam as técnicas de extração por ultra-som e soxhlet tradicional chegando a 

resultados que identificava o soxhlet como o método mais eficiente. 

Para a técnica de extração em soxhlet, Besombes e colaboradores (2001) 

obtiveram bons resultados analisando a concentração das partículas de HPAs no ar 

atmosférico coletadas nos arredores de um incinerador municipal na França. 

Besombes utilizou uma mistura de solventes com diclorometano e ciclohexano na 

proporção de 2/1 respectivamente e tempo de extração de três horas. Os solventes 
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então foram evaporados e reduzidos a 2 mL, conseguindo assim detectar 11 HPA 

com estimativa de erro entre 7% e 34% dependendo do HPA.  

Korenková, (2005) também utilizando amostras de cinzas extraiu HPAs, 

fazendo uso da técnica de ultra-som. Pesando 5g de amostra e misturando ao sólido 

10 mL de acetonitrila com tempos de sonicação diferentes 1, 2 e 4h. A mistura foi 

resfriada e centrifugada a 4000 rpm por 10 min. O sobrenadante foi filtrado e 

reduzido com nitrogênio para 1mL. Os resultados obtidos foram satisfatórios, 

contudo Korenková conclui que mais estudos deveriam ser feitos utilizando novas 

misturas de solventes. 

Song e colaboradores (2002) realizaram um estudo comparando métodos 

de extração para determinar a contaminação de solos e sedimento por HPA. Os 

métodos comparados foram dois por agitação; o alemão VDLUFA (Verband 

Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs und Forschungsanstalten) utilizando 

uma mistura de água (50mL), acetona (100mL) e dicloro metano - DCM (75mL) e o 

ISO A da International Organization for Standardization no qual utilizou 100mL de 

acetona e 100mL de éter de petróleo. Foram utilizados 20g de amostras para ambos 

os métodos. Song e colaboradores utilizaram também a técnica de extração por 

ultrasom com 25mL de diclorometano para amostras de solo seco sonicadas por 

duas horas a 35oC e por fim utilizou para comparação um terceiro método o soxhlet 

(ISSO B), também da International Organization for Standardization utilizando 15-

30g de amostra de solo seco dissolvidos em 50-100mL de tolueno com tempo de 

extração de 4-8 h. 

Verificou-se, contudo que para amostras com baixo nível de contaminação 

não houve diferenças significativas na comparação entre a eficiência de extração 

dos métodos descritos, mas para amostras com alto nível de contaminação a 

eficiência de extração decresce segundo a ordem: agitação VDLUFA > agitação 

(ISO A) > ultrasom > soxhlet (ISO B). 
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3.3 Determinação cromatográfica 

 

 Dentre os métodos mais utilizados na determinação de hidrocarbonetos 

policíclicos aromáticos estão a cromatografia gasosa (GC) e a cromatografia líquida 

de alta eficiência (HPLC), ambas associadas a diversos tipos de detectores que 

auxiliam na identificação destes compostos (COLLINS et al., 1995). De um modo 

geral estes tipos de cromatografia são aplicáveis à separação e análise de misturas 

cujos constituintes sejam voláteis com pontos de ebulição de até 300 oC e que sejam 

termicamente estáveis (VOLLHARDT & SCHORE, 2004). 

Existem dois tipos de cromatografia gasosa: cromatografia Gás – Sólido 

(CGS) e cromatografia Gás - Líquida (CGL). A cromatografia Gás - Sólido se baseia 

na fase sólida estacionária, na qual a retenção das substâncias analisáveis é a 

conseqüência da adsorção física. A cromatografia Gás -Líquido é útil para separar 

íons ou moléculas dissolvidas em um solvente. A cromatografia basicamente é uma 

separação de misturas por interação diferencial dos seus componentes entre uma 

fase estacionária (líquido ou sólido) e uma fase móvel (líquido ou gás). Na 

cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) a fase móvel é líquida e na 

cromatografia gasosa (GC) a fase móvel é gasosa, contudo para a GC sua fase 

estacionária pode ser sólida (cromatografia gás-sólido; CGS) ou líquida 

(cromatografia gás-líquido; CGL), (BROWN et al., 2005). 

A identificação de um hidrocarboneto policíclico aromático – HPA por 

cromatografia pode ser confirmada também através da análise das características 

físico-químicas do composto. 

A cromatografia líquida de alta eficiência com detector de fluorescência 

tem sido amplamente utilizada na determinação de HPAs em alimentos (DENNIS et 

al.,1983; DE VOS et al., 1990; SERRA et al., 1995; KAYALI-SAYADI et al., 1996; 

PUPIN & TOLEDO, 1996; TOLEDO & CAMARGO, 1998; GARCIA et al., 1999; 

CAMARGO & TOLEDO, 2000; CAMARGO & TOLEDO, 2002a; CAMARGO & 

TOELDO, 2002b; WEIBHAAR, 2002; CAMARGO & TOLEDO, 2003; KISHIKAWA et 

al., 2003; LAGE-YUSTY & CORITZO-DAVIÑA, 2005). Esta técnica apresenta 

inúmeras vantagens sobre as outras, principalmente na determinação simultânea de 

vários HPAs. Entre as vantagens obtidas são citadas: sensibilidade, alta 

especificidade do detector de fluorescência, determinação dos HPAs de alta massa 
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molar que apresentam baixa volatilidade e limite de detecção na ordem de ng kg-1 

(BARTLE, 1991; WHO, 1998).  

Um único detector pode fornecer confirmação de identidade através da 

razão entre as fluorescências em cromatografia líquida de alta eficiência (SCOTT 

1991). O espectro de fluorescência do analito deve possuir comprimentos de onda 

suficientemente distintos e significativos onde ocorrem máximos ou mínimos de 

fluorescência. O padrão e o analito devem ser analisados no mesmo sistema 

cromatográfico. 

Em seu trabalho de comparação da eficiência de três diferentes técnicas 

de extração, agitação, ultra-som e soxhlet, Song e colaboradores (2002) utilizaram o 

detector de fluorescência para quantificar 16 HPA com base no tempo de retenção 

obtendo assim bons resultados para a extração de HPA em solo seco e sedimentos 

contaminados. 

Entre as colunas, a de fase reversa (C18) polimérica tem se mostrado 

muito eficiente na separação dos HPAs. Estudos realizados com 16 HPAs mostram 

que a coluna C18 polimérica separa todos os compostos, enquanto que na 

monomérica os pares de isômeros criseno e benzo(a)antraceno, benzo(ghi)pirileno e 

indeno(1,2,3-cd)pireno, benzo(b)fluoranteno e benzo(k)fluoranteno não são bem 

resolvidos (WISE et al., 1993). A fase móvel utilizada é normalmente uma mistura de 

acetonitrila ou metanol com água (LAWRENCE & WEBER, 1984; KICINSKI et al., 

1989; BARTLE, 1991; CHEN et al., 1996) 

 

 

3.4 Validação de métodos 

 

A validação de um método analítico consiste na avaliação da capacidade 

do processo analítico em produzir resultados compatíveis com a precisão e exatidão 

consideradas na prática como satisfatórias. A variabilidade associada a um método 

analítico deve levar em consideração todas as incertezas do processo analítico, 

incluindo aquelas atribuídas aos equipamentos, soluções de referência, calibrações, 

ao analista e ao ambiente. É, também, parte integral de qualquer documentação 

submetida às agências governamentais de regulamentação da Comunidade 

Européia, Japão, EUA e outros países, quando se pretende o registro de métodos 
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usados para a quantificação de produtos como fármacos em fluidos biológicos 

(RIBANI et al., 2004). 

Referindo-se a um método que emprega técnicas cromatográficas, a 

validação pode ser considerada como a soma de diferentes etapas de validação a 

serem incluídas no processo analítico. Em geral a validação do método envolve a 

execução e a interpretação de uma série de experimentos planejados a fim de se 

avaliar suas características. Desta forma, todas as variáveis de um método devem 

ser consideradas, tais como: procedimento de amostragem, preparação da amostra, 

separação cromatográfica, detecção e avaliação dos dados (CDER, 2009; HILL, 

1999). 

Geralmente os parâmetros envolvidos no procedimento de validação de 

métodos analíticos são: curva analítica, linearidade, seletividade, exatidão 

(recuperação), precisão (repetitividade e precisão intermediária), limite de detecção 

e limite de quantificação (INMETRO, 2003). 

 

 

3.4.1 Curva analítica 

 

A obtenção da curva analítica é um dos estágios fundamentais na análise 

química. É o método de quantificação mais freqüentemente utilizado e consiste na 

determinação da resposta de determinado instrumento às várias concentrações da 

substância em estudo. Para a maioria das técnicas analíticas cromatográficas, uma 

relação linear é observada entre a resposta do detector (y) que medida em altura ou 

área do pico e a concentração (x) do composto em estudo. A equação de regressão 

linear y = ax + b, relaciona as duas variáveis, onde a correspondente a inclinação da 

reta e b corresponde a interseção da curva analítica (PIMENTEL et al., 1996; 

RIBANI et al., 2004). 
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3.4.2 Linearidade 

 

Linearidade de um método analítico é a capacidade de gerar resultados 

proporcionais à concentração da espécie em análise, na qual é possível relacionar o 

valor de uma variável dependente (y), que é a resposta do detector, através do 

conhecimento da concentração que é a variável independente (x) (CHASIN et al., 

1998; ETTRE, 1993). 

 A linearidade é determinada através da análise de uma série de 

soluções analíticas, de diferentes concentrações, variando estas de acordo com a 

finalidade da análise. 

Para verificar se os pontos encontram-se dentro da região linear da curva 

utiliza-se o teste da razão entre o sinal (S) e a concentração (Q), definida pela 

equação 1: 

 

( ) 







−
= ax

Q

bS
QS

i

i

i
100%                                              (1) 

 

Onde: b = coeficiente linear; a = coeficiente angular 

 

Os valores de S e Q são obtidos na construção da curva analítica, através 

dos parâmetros de área ou altura do pico e concentração do analito (ETTRE, 1993). 

Na ausência de erros indeterminados, isto é, com r2 = 1, e dentro da faixa 

linear, pode-se provar que (S/Q)i = a para todos os pares de valores experimentais 

usados para construir a curva. Na presença de erros indeterminados (r2 < 1), que é o 

que ocorre na prática, e dentro da faixa linear, (S/Q)i ≈ a. Se (S/Q)i << a ou (S/Q)i >> 

a, então o resultado pode ser assumido como fora da faixa linear. Conforme normas 

da IUPAC são considerados dentro da faixa linear, os pontos cujas razões 

sinal/concentração não ultrapassam mais de 5% do coeficiente angular da reta 

(ETTRE, 1993).  
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3.4.3 Ruído 

 

O ruído é a flutuação da linha base do cromatograma, é indicado pela 

amplitude máxima do ruído, não relacionado a nenhum composto detectado. Com o 

tempo, têm-se mudança no ruído e consequentemente o Limite de Detecção (LOD, 

do inglês Limit of Detection) e o Limite de Quantificação (LOQ, do inglês Limit of 

Quantitation). Desta forma, os instrumentos devem ser averiguados rotineiramente e 

os dados reportados de acordo com a variação em cada aquisição de dados. 

 

 

3.4.4 Limite de detecção e limite de quantificação 

 

A sensibilidade de um procedimento analítico como um todo é 

normalmente definida em termos de LOD e LOQ. 

O LOD é a menor concentração de analito detectada pelo procedimento 

em estudo e geralmente expresso em unidades de concentração (FRANCOTTE, 

1996).  

O LOQ é a menor concentração do analito que pode ser determinada com 

precisão e exatidão aceitáveis nas condições experimentais e é geralmente, 

expresso em unidades de concentração.  

Para determinar o LOD foi considerada a concentração cujo sinal 

cromatográfico obtido foi três vezes maior, em relação ao ruído da linha base, no 

tempo de retenção dos picos de interesse. Para determinar o LOQ foi considerada a 

concentração cujo sinal cromatográfico obtido foi dez vezes maior, em relação ao 

sinal do ruído da linha base, no tempo de retenção dos picos de interesse. A Figura 

2 mostra de forma representativa como são obtidos o LOD, o LOQ e o ruído da linha 

base. 
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Figura 2. Representação demonstrando o ruído da linha base, o LOD e o LOQ. 

(BECKER, 2006). 

 

 

3.4.5 Recuperação 

 

A recuperação (R) avalia a eficiência do procedimento de extração do 

analito de amostras fortificadas. A recuperação, geralmente, é dependente da 

concentração, por isso, deve ser avaliada na faixa de concentração esperada para a 

amostra. 

A recuperação é calculada através da equação (2) e é expressa em 

porcentagem. 

 

100%
3

21 x
C

CC
R

−
=                                                    (2) 

 

 

Onde:  

C1 = concentração determinada na amostra adicionada, 

C2 = concentração determinada na amostra não adicionada, 

C3 = concentração adicionada. 
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3.4.6 Precisão  

 

O valor numérico usado para avaliar a precisão, em termos de RSD, pode 

ser calculado através da equação 3 

 

100  
x

s
  RSD

m

×=                                                         (3) 

 

Onde: 

s = estimativa do desvio padrão absoluto = {∑(xi - xm)2 / N - 1}1/2; 

xi = valores individuais; 

xm = média de uma série de medidas; 

N = número de medidas. 

 

A precisão em validação de métodos é considerada em três níveis 

diferentes: repetitividade, precisão intermediária e reprodutibilidade (INMETRO, 

2003; FRANCOTE et al., 1996; RIBANI et al., 2004). 

- Repetitividade é o grau de concordância entre os resultados de medições 

sucessivas de um mesmo método, efetuadas sob as mesmas condições de 

medição, chamadas de condições de repetitividade: mesmo procedimento, mesmo 

analista, mesmo instrumento, usado sob as mesmas condições, mesmo local e 

repetições em curto intervalo de tempo (FRANCOTE et al., 1996; RIBANI et al., 

2004). O termo repetitividade é adotado pelo Vocabulário Internacional de 

Metrologia, sendo utilizado pelo INMETRO (2000). Por outro lado, a ANVISA (2002) 

utiliza o mesmo conceito para o termo repetibilidade. A repetitividade envolve várias 

medições da mesma amostra, em diferentes preparações e deve ser expressa 

através da estimativa do desvio padrão relativo (RSD, do inglês Relative Standard 

Deviation). 

- Precisão intermediária refere-se à precisão avaliada sobre a mesma 

amostra, utilizando o mesmo método, no mesmo laboratório ou em laboratórios 

diferentes, mas definindo exatamente quais as condições a variar (uma ou mais). 

Esta indica o efeito das variações dentro do laboratório devido a eventos como: 

diferentes analistas, diferentes equipamentos, diferentes tempos ou uma 
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combinação destes fatores (ICH, 1995). Esta medida de precisão é reconhecida 

como a mais representativa da variabilidade dos resultados em um laboratório, como 

tal, mais aconselhável de usar (INMETRO, 2003). É considerado um excelente 

resultado quando o RSD é menor que 5% (CAUSON, 1998; RIBANI et al., 2004). 

O número de ensaios para avaliar a precisão intermediária segue a 

mesma recomendação da medida de repetitividade que, segundo a ICH é de no 

mínimo nove determinações cobrindo o limite especificado do procedimento (ex.: 

três níveis, três repetições cada uma) (RIBANI et al., 2004). 

- Reprodutibilidade é o grau de concordância entre os resultados das 

medições de um mesmo mensurando, efetuadas sob condições variadas de 

medição (mudança de operador, local, equipamentos, etc.). A reprodutibilidade 

refere-se aos resultados dos estudos de colaboração entre os laboratórios e deve 

ser considerada em condições como a padronização de procedimentos analíticos a 

serem incluídos, por exemplo, em farmacopéias, procedimentos do Codex 

Alimentarius, etc. (RIBANI et al., 2004). A IUPAC não aconselha tirar conclusões 

com menos de 5 laboratórios e recomenda 8 laboratórios em seu guia atual 

(THOMPSON et al., 2002). 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

4.1 Instrumentação 

 

 

4.1.1 Equipamentos e materiais 

 

� Cromatógrafo Líquido Dionex DX-300 (Sunnyvale, USA) com sistema de eluição 

por gradiente; 

� Detector de Fluorescência HP 1100, Agilent Tecnologies (Palo Alto, EUA); 

� Detector Espectrofotométrico UV – Visível SPD-10 AV (Shimatzu); 

� Coluna analítica C18 Supercolsil (150 x 4,6 mm de d.i.; 5 µm) Knauer (Berlin, 

Alemanha); 

� Integrador para aquisição dos dados Shimatzu C-R6A Chromatopac; 

� Bomba peristáltica ICP Ismatec (Glattbrugg-Zürich, Suíça). 

� Balança Analítica (Sartorius) com quatro casas decimais de precisão; 

� Sistema de purificação de água Milli – Q Millipore (18,2 MΩ cm); 

� Ultra-som (Thornton) potência 200 W;’ 

�  Agitador Vortéx; 

� Micropipetadores automáticos de volumes variáveis (10-100 µL; 100-1000 µL – 

Digipet). 

� Autoclave vertical Phoenix A V 50 N 6281. 
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4.2 Reagentes e Solventes 

 

� Padrões do HPAs: Acenaftileno (ACY, Sigma & Aldrich), 1,2-Benzo(a)Antraceno 

(BaA, Sigma & Aldrich), Benzo(a)Pireno (BaP, Supelco), Benzo(b)Fluoranteno 

(BbF, Supelco), Benzo(g,h,i)Perileno (BghiP, Supelco), Bromonaftaleno (BRO, 

Sigma & Aldrich), Fenantreno (PHEN, Supelco),  Fluoranteno (FLR, Sigma & 

Aldrich), Fluoreno (FL, Supelco), Indeno(1,2,3-c,d)Pireno (INP, Sigma & Aldrich), 

Naftaleno (NAP, Supelco) e Pireno (PYR, Supelco); 

� Acetonitrila grau HPLC (J.T. Baker, EUA); 

� Acetona p.a. (Vetec, Brasil); 

� Metanol grau HPLC (Merck); 

� Diclorometano (E.M. Science); 

� Hexano (Merck); 

� Tolueno (Merck); 

� Poliestireno 20-60 mesh (Aldrich) – utilizados na confecção de colunas de 

separação e pré-concentração dos analitos. 

 

 

4.3 Descontaminação do material 

 

Para garantir superfícies livres de contaminação inorgânica, a vidraria 

utilizada para o preparo e o armazenamento das soluções utilizadas no presente 

estudo foi deixada no mínimo 24 horas antes do uso em solução aquosa de HNO3 1 

% (v/v). Posteriormente, o material foi lavado com água ultrapura em abundância 

antes do uso. 

 

 

4.4 Preparo das soluções analíticas 

 

As soluções analíticas estoques foram preparadas individualmente 

através da dissolução dos respectivos padrões analíticos em acetona. 

Materiais e Métodos 



                                                                                                                 56 

Na tabela 6 estão os 12 HPAs selecionados para este estudo, onde estão 

descritos também seus fornecedores, massas molecular, a massa utilizada para o 

preparo das soluções analíticas estoques, a concentração e o volume final da 

solução.  

 

Tabela 6. HPAs analisados, fornecedores, massas moleculares, massas utilizadas 

para o preparo das soluções analíticas estoque, concentração e volume final. 

HPAs Fornecedores Massa 

molecular 

(g mol –1) 

Massa 

 (g) 

Vol. 

(mL) 

Concentração 

(g L-1) 

2-Bromonaftaleno Sigma-Aldrich 207,07 2,588 25 103,52 

Acenaftileno Sigma-Aldrich 152,2 1,900 25 76,00 

Benzo(a)Antraceno Sigma-Aldrich 228,29 0,200 10 20,00 

Benzo(a)Pireno Sigma-Aldrich 252,32 0,04 10 4,00 

Benzo(b)Fluoranteno Sigma-Aldrich 252,30 0,05 10 5,00 

Benzo(g,h,i)Perileno Sigma-Aldrich 276,30 0,05 10 5,00 

Fenantreno Sigma-Aldrich 178,23 2,227 25 89,11 

Fluoranteno Sigma-Aldrich 202,26 2,528 25 101,13 

Fluoreno Sigma-Aldrich 166,0 2,075 25 83,00 

Indeno(1,2,3-

c,d)Pireno 

Sigma-Aldrich 276,0 0,02 10 2,00 

Naftaleno Sigma-Aldrich 128,0 1,600 25 64,00 

Pireno Sigma-Aldrich 202,0 2,525 25 101,00 

 

As soluções foram armazenadas em frascos de vidro e estocadas a 

temperatura de −15 °C. A partir destas soluções estoque, foram preparadas as 

soluções de trabalho, descritas na Tabela 7. 
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Tabela 7. Volume de solução estoque pipetado, volume final e concentração das 

soluções trabalho de cada analito. 

HPAs Abreviação 

para os HPAs 

Volume 

pipetado (µL) 

Volume  

(mL) 

Concentração 

(mg L-1) 

2-Bromonaftaleno BRO 10 10 0,103 

Acenaftileno ACY 76 10 0,076 

Benzo(a)Antraceno BaA 23 10 0,02 

Benzo(a)Pireno BaP 126 10 0,004 

Benzo(b)Fluoranteno BbF 100 10 0,05 

Benzo(g,h,i)Perileno BghiP 110 10 0,005 

Fenantreno PHEN 10 10 0,089 

Fluoranteno FLR 10 10 0,101 

Fluoreno FL 10 10 0,083 

Indeno(1,2,3-c,d)Pireno INP 276 10 0,002 

Naftaleno NAP 10 10 0,064 

Pireno PYR 10 10 0,101 

 

As soluções de trabalho foram utilizadas para os ensaios de fortificação, e 

também para preparar as soluções analíticas, através da sua diluição. Para a 

obtenção das curvas analíticas, diferentes diluições das soluções trabalho foram 

realizadas a fim de se obter diferentes níveis de concentração (Tabela 8).  
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Tabela 8. Concentração em mg L-1 de cada HPA em estudo, presente nas 5 soluções 

utilizadas para a obtenção das curvas analíticas. 

HPAs Sol.1 Sol. 2 Sol. 3 Sol. 4 Sol. 5 

2-Bromonaftaleno 0,10 0,21 0,41 0,83 1,66 

Acenaftileno 0,07 0,15 0,30 0,61 1,22 

Benzo(a)Antraceno 0,11 0,23 0,46 0,91 1,83 

Benzo(a)Pireno 0,13 0,25 0,50 1,01 2,02 

Benzo(b)Fluoranteno 0,13 0,25 0,50 1,01 2,02 

Benzo(g,h,i)Perileno 0,14 0,28 0,55 1,11 2,21 

Fenantreno 0,09 0,18 0,36 0,71 1,42 

Fluoranteno 0,10 0,20 0,40 0,81 1,21 

Fluoreno 0,08 0,17 0,33 0,66 1,33 

Indeno(1,2,3-c,d)Pireno 0,14 0,28 0,55 1,11 2,21 

Naftaleno 0,06 0,13 0,26 0,51 1,02 

Pireno 0,10 0,20 0,40 0,81 1,21 

 

Todas as soluções analíticas foram armazenadas a – 4 °C, sendo que, 

antes de serem utilizadas, foram deixadas em bancada para atingir temperatura 

ambiente. 

 

 

4.5 Cromatografia por fase reversa 

 

Para verificar a possibilidade de determinar as espécies de HPAs 

sensíveis à detecção ultravioleta e sensíveis à detecção fluorimétrica cada um dos 

padrões foi injetado separadamente. Sendo assim, os HPAs foram divididos em dois 
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grupos; sensíveis a detecção ultravioleta: Acetonaftileno, Bromonaftaleno, 

Fenantreno, Fluoreno e Naftaleno; e os sensíveis a detecção fluorimetrica: 1,2-

Benzo(a)Antraceno, Benzo(a)Pireno, Benzo(b)Fluoranteno, Benzo(g,h,i)Perileno,   

Fluoranteno, Indeno(1,2,3-c,d)Pireno e Pireno. 

O sistema cromatográfico (figura 3) constituiu-se de uma coluna analítica 

C18 Supercolsil (150 x 4,6 mm de d.i. 5 µm), onde para o sistema de detecção 

ultravioleta esteve equipado com detector espectrofotométrico UV-visível (Shimadzu) 

ajustado em 254 nm (Anexo A). Já para o sistema de detecção fluorimétrica esteve 

equipado com detector de Fluorescência (Agilent Tecnologies) ajustado em 340 nm 

para excitação e 425 nm para emissão (Anexo A). O volume da alça de injeção foi de 

10 µL. O registro do sinal foi feito através do acoplamento de um integrador 

Shimatzu C-R6A (Chromatopac) ao detector, para aquisição dos dados, integração e 

registro. 

 

 

 

 

Figura 3. Sistema HPLC para determinação dos HPAs – Detecção UV com o  uso 

de acetonitrila e água como eluentes e fluxo de 1,0 mL/min, λ = 254 nm. Detecção 

Fluorimétrica com o uso de acetonitrila e água como eluente e fluxo de 1,3 mL/min, 

λexc  = 340 nm, λem =  425 nm. 

 

 

ColColuna C18 (150 x 4,6 mm) 

    Registro 
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4.6 Parâmetros de otimização do sistema HPLC 

 

 

4.6.1 Avaliação da separação cromatográfica 

 

Inicialmente o método 5506 (Apêndice 1) proposto pelo National Institute 

for Occupational Safety and Health (NIOSH) com eluição isocrática foi utilizado, para 

verificar o tempo de retenção dos HPAs em estudo utilizando acetonitrila:água 70:30 

como fase móvel, bem como para verificar a separação dos mesmos. Para este 

teste foram injetados 10 µL de todos os padrões analíticos individualmente no 

sistema HPLC com coluna de fase reversa C18, com a vazão de 1,0 mL min -1. 

Cada composto foi identificado individualmente, avaliando-se primeiro a 

solução analítica contendo cada HPA separadamente. Todas as injeções foram sob 

as mesmas condições cromatográficas, observando-se e confirmando-se o tempo de 

retenção de cada composto. 

 

 

4.6.2 Gradiente para a eluição e separação dos compostos por detecção 

fluorimétrica e UV na coluna de fase reversa. 

 

O modo de eluição isocrática apresentou longo tempo de análise (80 min) 

e baixa resolução. Para que houvesse uma eficiente eluição dos compostos em 

estudo, e para evitar efeito memória na coluna C18, testaram-se diferentes 

gradientes (Tabela 9). 

O gradiente 1 (figura 4a) foi utilizado para diminuir o tempo de análise e 

melhorar a sensibilidade do método.  Este gradiente apresentou boa separação dos 

compostos, no entanto o tempo de análise de 45 minutos pode ser reduzido.  
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Tabela 9. Gradientes testados para a eluição dos HPAs para detecção fluorimétrica 

 Tempo (min) Acetonitrila:Água (A) 

70:30 (%) 

Acetonitrila (B) 

(%) 

0 30 70 

15,0 30 70 

 

Gradiente 1 

45 - 100 

0 30 70 

7 30 70 

19 - 100 

 

Gradiente 2 

 

26 - 100 

 

Para melhorar o tempo total de análise utilizou-se o gradiente 2 (figura 

4b), sendo que a separação utilizando estas condições mostrou-se satisfatória, com 

picos bem separados, apresentando menor tempo de análise.  
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Figura 4. Gradientes para a eluição e separação dos HPAs sensíveis por detecção 

fluorimétrica, fluxo 1,3 mL min-1 – (a) Gradiente 1 e (b) Gradiente 2. 

 

 

 

a b 
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O mesmo método utilizado inicialmente para a separação dos analitos no 

modo de detecção fluorimétrico também foi utilizado para o modo de detecção UV 

(Tabela 10). Sendo que este também apresentou longo tempo de análise e picos mal 

resolvidos. 

 

Tabela 10. Gradientes testados para eluição e separação dos HPAs por detecção 

UV. 

 Tempo (min) Acetonitrila:Água (A) 

70:30 (%) 

Acetonitrila (B) 

(%) 

0 57 43  

Gradiente 1 25 57 43 

0 57 43 

3 57 43 

 

Gradiente 2 

15 - 100 

 

Sendo assim, um segundo modo de eluição foi utilizado (figura 5a), no 

entanto o tempo de análise de 25 minutos poderia ser reduzido. Para melhorar o 

tempo total de análise utilizou-se o gradiente 2 (figura 5b), sendo que utilizado estas 

condições, a separação dos analitos mostrou-se satisfatória. 
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Figura 5. Gradientes para a eluição e separação dos HPAs sensíveis por detecção 

UV, fluxo 1,0 mL min-1 – (a) Gradiente 1 e (b) Gradiente 2. 
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4.7 Análise dos solventes (“branco dos solventes”) 

 

Realizou-se um teste em branco para avaliar se os solventes utilizados 

em todo o processo apresentavam interferências nos tempos de retenção dos HPAs 

em estudo. Para tal, os solventes utilizados foram injetados no sistema 

cromatográfico seguido de todo procedimento de análise. Os seguintes solventes 

foram injetados: acetona, acetonitrila, diclorometano, hexano, metanol e tolueno. 

 

 

4.8 Validação do Método 

 

Definidas as melhores condições de separação entre os HPAs em estudo, 

validou-se o procedimento segundo os parâmetros descritos no item 3.4. 

 

 

4.8.1 Curva analítica e linearidade 

 

Os HPAs em estudo foram quantificados utilizando-se o método da 

padronização externa. As curvas analíticas dos compostos em estudo foram obtidas 

preparando-se misturas das soluções analíticas dos HPAs, em acetonitrila. Injetou-

se três vezes (n= 3) no cromatógrafo, 10 µL das soluções n° 1, 2, 3, 4, 5 (Tabela 8), 

obtendo-se as áreas e o tempo de retenção de cada um dos compostos, com o 

auxílio do integrador Shimatzu C-R6A Chromatopac. 

 

 

4.8.2 Limite de detecção e limite de quantificação 

 

Os limites de detecção (LOD) para os HPAs foram calculados pela 

equação da curva analítica e três vezes o desvio padrão do branco (3σB/b) após 10 
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medidas do branco de acordo com Skoog [2007]. Similarmente, os limites de 

quantificação (LOQ) foram calculados a partir de 10σB/b. Para o cálculo do LOD e 

LOQ, curvas analíticas foram confeccionadas conforme a tabela 8. 

 

 

4.8.3 Repetitividade 

 

O estudo da repetitividade da resposta do instrumento (RSDri) foi avaliado 

efetuando-se três injeções (n = 3) no sistema cromatográfico, para cada nível de 

concentração das soluções analíticas, em solvente, empregadas na obtenção das 

curvas analíticas. 

A repetitividade do método (RSDrm) foi avaliada efetuando-se o 

procedimento de extração e análise das amostras fortificadas em três níveis de 

fortificação, 1, 5 e 10 vezes o valor de LOQ. Cada nível de concentração foi efetuado 

em triplicata e cada extrato analisado três vezes (n = 9). 

 

4.9 Extração dos HPAs do negro de fumo 

 

Para verificar a quantidade de HPAs presentes no negro de fumo, 

realizaram-se testes de extração do mesmo com diferentes solventes.  

Uma massa de 30 mg de negro de fumo foi colocada em contato com 3 e 

5 mL separadamente, de cada um dos diferentes solventes citados no item 4.7. 

posteriormente foram colocados em banho de ultrasom variando-se o tempo de 

contato entre 30 e 180 minutos. Após decorrido o tempo de contato, as amostras 

foram levadas para a centrifuga por 5 minutos, e o sobrenadante injetado no sistema 

cromatográfico. No entanto, os resultados não foram satisfatórios. Sendo assim, uma 

massa igual a citada anteriormente foi colocada em contado com 5 mL de acetona 

(que apresentou melhores resultados na extração anterior) e aquecido a 100 ºC em 

banho maria, permanecendo assim por 30 minutos. Este procedimento repetiu-se 4 

vezes para a mesma amostra, e as extrações foram feitas em triplicata. 
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4.10 Extração dos HPAs das borrachas  

 

Foram testadas amostras de borrachas de coloração marrom 

avermelhada, cinza e preta provenientes dos êmbolos de seringas e tampas de 

frascos contendo aminoácidos e lipídeos. Uma massa de 50 mg de cada amostra foi 

picada com auxilio de tesoura e então colocada em contato com 3, 5 e 10 mL dos 

diferentes solventes já citados anteriormente. Após foram deixadas em banho de 

ultrasom. Os tempos de contato com a amostra e subseqüente extração seguem o 

item 2.8. Após o tempo de contato decorrido, as amostras foram levadas para a 

centrifuga por 5 minutos, e o sobrenadante injetado no sistema cromatográfico. 

Assim como as amostras de negro de fumo, as extrações das amostras de 

borrachas não foram satisfatórias, e então o mesmo procedimento utilizado para 

aquelas, foi efetuado com estas amostras. 

 

 

4.11 Estudo para a determinação dos HPAs em amostras de aminoácidos, 

lipídeos e medicamentos. 

 

Como as amostras de aminoácidos, lipídeos e medicamentos não podem 

ser injetadas diretamente na coluna cromatográfica, e provavelmente a concentração 

dos HPAs nas amostras é muito baixa, uma etapa de separação e pré-concentração 

foi desenvolvida 

A separação e pré-concentração dos HPAs a partir de soluções de 

aminoácidos e lipídeos foi realizada utilizando-se colunas de poliestireno em pó. 

Colunas do polímero foram confeccionadas com a união de duas ponteiras 

descartáveis de micropipetas com capacidade de 1000 µL. Colocou-se uma pequena 

quantidade de lã de vidro nas extremidades das ponteiras a fim de sustentar o 

polímero em pó e adicionou-se cerca de 2 g do polímero previamente 

descontaminado com solução de HNO3 10% (v/v) em etanol. 
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4.11.1 Estudo de Separação e pré-concentração das amostras. 

 

O condicionamento das colunas de polímero foi realizado pela passagem 

de 1 mL de etanol em seguida 2 mL de água purificada foram eluídos para retirar o 

excesso de etanol. As amostras foram então percoladas através das colunas em 

fluxos de 0,2, 1, 5 e 10 mL min-1. Após as colunas foram lavadas com 10 mL de 

água. A eluição foi conduzida através da passagem de solvente orgânico com 

volumes de 2x5 ou 3x5 mL. 

O efeito da velocidade do fluxo sobre a recuperação dos HPAs foi 

estudado através dos fluxos de 0,2, 1, 5 e 10 mL min-1, foram avaliados como 

solventes de eluição dos HPAs nas colunas, acetona e acetonitrila. 

 

 

Figura 6 - Sistema empregado no estudo de purificação e pré-concentração das 

amostras de aminoácidos, lipídeos e medicamentos. 

 

Primeiramente, fez-se um teste em água para verificar a retenção dos 

HPAs no polímero, montando um sistema (Figura 6) em que a bomba peristáltica 

conduz a amostra através de uma mangueira de tygon (d.i 1,02 mm). Como a partir 

de uma amostra de água pura os HPAs não ficaram adsorvidos na coluna, 

investigou-se a possibilidade de melhorar a adsorção pela presença de um solvente 

orgânico. Para cada ensaio, 10 mL de amostra contendo os HPAs nas 

concentrações mostradas na Tabela 11, diferentes percentagens de acetonitrila ou 

acetona, foram adicionadas. As percentagens de 10, 20, 30 e 40% foram testadas.  

Após a etapa inicial, amostras de aminoácidos (tabelas 12 e 13), lipídeos 

(tabela 14) e medicamentos injetáveis (tabela 15) foram testadas. Todas as amostras 

Coluna (PS) 
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foram injetadas no sistema cromatográfico no mesmo dia em que a purificação/pré-

concentração foi realizada. 

 

Tabela 11. Concentração dos HPAs em 10 mL de amostra de água fortificada. 

HPAs Concentração da amostra 

em mg L-1 

2-Bromonaftaleno 0,41 

Acenaftileno 0,30 

Benzo(a)Antraceno 0,46 

Benzo(a)Pireno 0,50 

Benzo(b)Fluoranteno 0,50 

Benzo(g,h,i)Perileno 0,55 

Fenantreno 0,36 

Fluoranteno 0,40 

Fluoreno 0,33 

Indeno(1,2,3-c,d)Pireno 0,55 

Naftaleno 0,26 

Pireno 0,40 

 

 

4.12 Influência do processo de esterilização na extração dos HPAs por ação 

das substâncias usadas em nutrição parenteral.  

 

Soluções sintéticas de 7 aminoácidos, entre eles um aminoácido básico 

(lisina), um ácido (ácido glutâmico), três polares neutros (cisteína, glicina e 

metionina) e dois apolares (isoleucina e leucina) (Apêndice 2) bem como soluções 
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de ácido caprílico, ácido cáprico, lecitina de soja e óleo de soja, foram utilizados nos 

ensaios. As soluções foram preparadas na concentração de 0,5% (m/v), sendo que 

foram armazenadas em ampolas de vidro novas com tampas de borracha cinza para 

uso de medicamentos. Após armazenamento, as ampolas foram lacradas com anel 

de alumínio e colocadas em autoclave a 121ºC, por 15 minutos, como no processo 

de esterilização. Após este processo, a determinação dos HPAs foi feita por 

cromatografia líquida de alta eficiência com detecção UV e Fluorimétrica. As 

amostras foram preparadas em triplicata. Dez ampolas (tipo penicilina) foram 

envasadas apenas com água ultrapura, sofrendo o mesmo processo de esterilização 

das soluções usadas em nutrição parenteral para obter-se o branco e para efeito de 

comparação.  

 

 

4.13 Ensaios de recuperação de HPAS nas amostras 

 

A recuperação dos HPAs foi realizada com o objetivo de avaliar a 

interferência da matriz na determinação dos analitos e o estudo de reprodutibilidade 

do método. 

Para avaliar a recuperação empregando-se o método proposto utilizaram-

se amostras de aminoácidos (Primène, Aminoplasmal, Aminoped, Nefroamino, 

Aminoesteril Hepa 8% e Aminoesteril), emulsões lipídicas (Lipofundin 10 e 20% e 

Lipovenos 10 e 20%) e de medicamentos injetáveis (Fresofol 1 e 2%, Dobutamina, 

Ranitidina, Fenobarbital, Dipirona Sódica, Fenitoína e Dopamina) onde amostras de 

aminoáciodos e lipídios foram fortificadas em 3 níveis (1, 5 e 10 vezes o valor do 

LOQ) e amostras de medicamentos injetáveis em 2 níveis ( 1 e 10 vezes o valor de 

LOQ). Os HPAs foram extraídos das amostras e após a etapa de purificação, foram 

separados por Cromatografia Liquida de Alta eficiência e quantificados por UV e 

Fluorescência. Os resultados obtidos após a análise foram denominados de valor 

obtido, e o valor real foi considerado como sendo aquele adicionado na fortificação 

da amostra. 
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4.14 Determinação dos HPAs nas soluções comerciais. 

 

Soluções comerciais usadas em nutrição parenteral foram analisadas pelo 

método proposto, a fim de determinar a concentração dos HPAs nelas presentes. 

Foram analisadas pelo menos três amostras de cada lote, incluindo soluções de 

aminoácidos, emulsões lipídicas e medicamentos injetáveis. As diferentes marcas 

analisadas são mostradas nas seguintes tabelas. Nas tabelas 12 e 13 estão 

descritas as formulações dos aminoácidos comerciais, em gramas por litro; na tabela 

9 a composição das soluções lipídicas e, na tabela 15 a composição dos 

medicamentos injetáveis usados no presente trabalho. 

 

Tabela 12. Concentração (g L-1) dos aminoácidos em formulações comerciais. 

Formulações  

Aminoácidos 

Aminoesteril 

10% 

Aminoped 

10% 

Aminoesteril 

Hepa 8% 

L-isoleucina 5,0 6,4 10,4 

L-leucina 6,6 7,1 13,1 

L-lisina 6,6 7,1 6,9 

L-metionina 4,3 4,6 1,1 

L-cisteína - 0,4 0,5 

L-fenilalanina 5,1 4,6 0,9 

L-trionina 4,4 5,1 4,4 

L-triptofano 2,0 1,8 4,4 

L-valina 6,2 7,1 10,1 

L-arginina 12,0 6,4 10,7 

L-histidina 3,0 4,4 2,8 

L-alanina 15,0 7,2 4,6 
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L-serina - 9,0 2,2 

L-prolina 15,0 16,2 5,7 

L-tirosina - 5,5 - 

L-ácido málico - 4,8 - 

Ácido acético  8,0 - 7,2 

l-ornitina - - - 

L-aspargina - - - 

L-ácido aspártico  - - - 

L-ácido glutâmico - - - 

L-cisteina - - - 

Glicina 14,0 4,1 5,8 

 

 

Tabela 13. Concentração (g L-1) dos aminoácidos em formulações comerciais. 

Formulações  

Aminoácidos 

Aminoplasmal 

 L 10 A 

Nefroamino 

AEH 

Primène 

10% 

L-isoleucina 5,1 7,0 6,0 

L-leucina 8,9 11,0 7,3 

L-lisina 7,9 11,3 5,8 

L-metionina 3,8 11,0 4,0 

L-cisteína 0,6 - - 

L-fenilalanina 5,1 11,0 5,6 

L-trionina 4,1 5,0 4,2 
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L-triptofano 1,8 2,5 1,8 

L-valina 4,8 8,0 5,8 

L-arginina 9,2 - 11,5 

L-histidina 5,2 5,5 4,8 

L-alanina 13,7 - 20,7 

L-serina 2,4 - 5,0 

L-prolina 8,9 - 6,8 

L-tirosina - - 0,4 

N-Acetil L-tirosina 1,6 - - 

L-ornitina 3,2 - - 

L-aspargina 1,3 - - 

L-ácido aspártico  8,9 - - 

L-ácido glutâmico 4,6 - - 

Glicina 7,9 - 10,3 

 

 

Tabela 14. Composição das emulsões lipídicas em formulações comerciais usadas 

em nutrição parenteral, em gramas. 

Substância Lipofundin 

10% 

Lipofundin 

20% 

Lipovenos 

10% 

Lipovenos 

20% 

Fosfolipídeos de ovo - - 6,0 12,0 

Glicerol 2,5 2,5 25,0 25,0 

Hidróxido de sódio - - 0-0,20 0-0,20 
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Lecitina de Soja 0,8 1,2 - - 

Oleato de Soja 0,03 0,03 0,15 0,30 

Óleo de soja 5,0 10,0 50,0 100,0 

Triglicerídeos de 

cadeia média 

5,0 10,0 50,0 100,0 

Α-tocoferol 10,0 20,0 -    - 

Água para injeção 

q.s.p 

100 100 1000 1000 

 

 

Tabela 15. Dados referentes às amostras de medicamentos injetáveis analisadas. 

Amostras Medicamentos 

Injetáveis 

1 Dipirona Sódica 

2 Dobutamina 

3 Dopamina 

4 Fenintoína 

5 Fenobarbital 

6 Fresofol 1% 

7 Fresofol 2% 

8 Ranitidina 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

5.1 Otimização das condições cromatográficas. 

 

 

5.1.1 Gradiente para eluição e separação dos compostos por detecção fluorimétrica 

e UV 

 

O gradiente otimizado para a detecção dos HPAs sensíveis por detecção 

fluorimétrica (Tabela 9, gradiente 2) consistiu inicialmente da concentração de 30% 

de acetonitrila/água (70:30 v/v) e 70% de acetronitrila, permanecendo nesta 

concentração por 7 minutos, após um gradiente de 12 minutos até atingir a 

concentração de 100% de acetonitrila, sendo que este permaneceu por mais 6 

minutos de volta a concentração inicial de 30% de acetonitrila/água (70:30 v/v) e 

70% de acetronitrila permanecendo por 5 min para reequilibrar o sistema. Com o 

aumento do fluxo para 1,3 mL/min, obteve-se uma diminuição no tempo de análise.   

O gradiente otimizado para os compostos sensíveis por detecção UV 

(Tabela 10, gradiente 2), consistiu em partir da concentração de 57% de 

acetonitrila/água (70:30 v/v) e 43% de acetronitrila, permanecendo nesta 

concentração por 3 minutos, após um gradiente de 12 minutos até atingir a 

concentração de 100% de acetonitrila, de volta a concentração inicial de 57% de 

acetonitrila/água (70:30 v/v) e 43% de acetronitrila, permanecendo por 5 min para 

reequilibrar o sistema. Com estes gradientes obteve-se boa separação dos HPAs na 

coluna C18. 
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5.2 Separação cromatográfica dos HPAs. 

 

A separação cromatográfica foi realizada em uma coluna C-18 utilizando 

acetonitrila como eluente, com detecção por fluorescência e por UV. Nas figuras 7 e 

8 estão os cromatogramas de separação dos HPAs.  

 

 

 
 

Figura 7. Cromatograma de separação dos HPAs detectados por fluorescência, (1) 

Fluoranteno 0,40  mg L-1;(2) Pireno 0,40 mg L-1; (3) Benzo(a)Antraceno 0,46 mg L-1; 

(4) Benzo(b)Fluoranteno 0,50 mg L-1; (5) Benzo(a)Pireno 0,50 mg L-1; (6) 

Benzo(g,h,i)Perileno  0,55 mg L-1 e (7) Indeno(1,2,3-c,d)Pireno 0,55 mg L-1 – Eluente: 

acetonitrila, água; fluxo 1,3 mL min-1; λexc 340 nm, λem 425 nm  
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Figura 8. Cromatograma da separação dos HPAs detectados por UV, (1) Naftaleno 

0,26 mg L-1; (2) Acenaftaleno 0,30 mg L-1; (3) Fluoreno 0,33 mg L-1; (4) 2-

Bromonaftaleno 0,41 mg L-1 e (5) Fenantreno 0,36 mg L-1 – Eluente: acetonitrila e 

água; Fluxo 1 mL/min; λ 254 nm. 

 

 

5.3 Validação do procedimento desenvolvido 

 

Definidas as melhores condições de separação para os compostos 

estudados, o passo seguinte foi à avaliação da metodologia para análise, segundo 

os parâmetros descritos na seqüência. 

 

 

5.3.1 Curva analítica 

 

Prepararam-se soluções analíticas, conforme descrito no item 4.12.1, com 

a mistura dos HPAs em acetonitrila. A Tabela 16 apresenta a inclinação (a) e a 

interseção (b) das curvas analíticas, obtidas com as soluções analíticas preparadas 

em solvente, para todos os compostos estudados. 

Tempo (min) 

Sinal (mV) 
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Tabela 16. Parâmetros das curvas analíticas obtidas para HPAs conforme 

concentrações descritas na Tabela 8.  

HPAs Intervalo linear 

(mg L-1) 

a b r2 

2-Bromonaftaleno 0,10 – 1,66 3906 164,33 0,9891 

Acetonaftaleno 0,07 – 1,22 7166,2 300,12 0,9932 

Benzo(a)Antraceno 0,11 – 1,83 38495 886,18 0,9982 

Benzo(a)Pireno 0,13 – 2,00 188600 4008 0,9996 

Benzo(b)Fluoranteno 1,13 – 2,00 102321 2109,5 0,9995 

Benzo(g,h,i)Perileno 0,14 – 2,21 22200 1736,4 0,9965 

Fenantreno 0,09 – 1,42 56709 1089,2 0,9900 

Fluoranteno 0,10 – 1,21 67237 442,16 0,9940 

Fluoreno 0,08 – 1,33 27260 526,86 0,9899 

Indeno(1,2,3-c,d)Pireno 0,14 – 2,21 9638,5 1297,3 0,9973 

Naftaleno 0,06 – 1,02  6559 363,5 0,9965 

Pireno 0,10 – 1,21 25918 655,4 0,9894 

 

De acordo com as equações obtidas das curvas analíticas, o método é 

linear e adequado para os HPAs em estudo. O coeficiente de determinação (r2) é 

maior que 0,98, considerado satisfatório para a análise de HPAs. 

 

 

5.3.2 Limite de Detecção e Limite de Quantificação 

 

Os limites de detecção (LOD) para os HPAs foram calculados pela 

equação da curva analítica e três vezes o desvio padrão do branco (3σB/b) após 10 
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medidas do branco de acordo com Skoog (2007). Similarmente, os limites de 

quantificação (LOQ) foram calculados a partir de 10σB/b. Para o cálculo do LOD e 

LOQ, curvas analíticas foram confeccionadas conforme a tabela 3. Os resultados 

podem ser observados na Tabela 17.  

 

Tabela 17. Resultados cromatográficos de LOD e LOQ para os HPAs em estudo. 

HPAs LOD (µg L-1) LOQ (µg L-1) 

2-Bromonaftaleno 0,025 0,09 

Acetonaftaleno 0,044 0,15 

Benzo(a)Antraceno 0,097 0,33 

Benzo(a)Pireno 0,018 0,06 

Benzo(b)Fluoranteno 0,028 0,14 

Benzo(g,h,i)Perileno 0,140 0,47 

Fenantreno 0,179 0,60 

Fluoranteno 0,037 0,13 

Fluoreno 0,0175 0,06 

Indeno(1,2,3-c,d)Pireno 0,573 1,91 

Naftaleno 0,064 0,22 

Pireno 0,020 0,07 

 

 

5.4 Avaliação do branco do solvente. 

 

Os solventes utilizados para a extração do negro de fumo, borrachas e 

também para a concentração e clean up das amostras de aminoácidos, lipídeos e 

medicamentos foram analisados para a verificação de possíveis interferentes nos 
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tempos de retenção dos HPAs. Sabendo-se inicialmente que nenhum dos solventes 

utilizados é fluorescente, o cromatograma do teste em branco com detecção 

fluorimétrica está representado no Anexo C. Já para os solventes injetados no 

sistema com detecção UV, a acetona apresentou um sinal no tempo de 3 minutos. 

No entanto comparando-se o cromatograma dos analitos com o mesmo podemos 

perceber, nenhum dos HPAs possui este tempo de retenção. O cromatograma da 

injeção de acetona no sistema com detecção UV esta representado no Anexo D. 

Levando-se em consideração que a acetona foi o solvente utilizado para 

extração dos HPAs das amostras e também para a purificação das mesmas quando 

se fez necessário, apresentamos aqui somente os cromatogramas para analise 

deste solvente. 

 

 

5.5 Avaliação da extração dos HPAs do negro de fumo. 

 

Testes preliminares foram executados empregando-se os seguintes 

solventes: acetona, acetonitrila, diclorometano, hexano, metanol e tolueno para a 

extração dos HPAs. 

Uma massa de 30 mg de negro de fumo foi colocada em contato com 3 

mL dos diferentes solventes após colocado em banho de ultrasom por 30 minutos.  

A extração utilizando-se de diclorometano e tolueno não foi possível, 

devido à dificuldade em separar o negro de fumo do solvente após a extração. 

Hexano e metanol foram insuficientes para a extração dos HPAs do negro de fumo, 

uma vez que os sinais obtidos ao injetar as frações no sistema cromatográfico foram 

desprezíveis. Já com os solventes acetona e acetonitrila, apareceram sinais dos 

HPAs no cromatograma, no entanto esse eram pequenos.  

Com a intenção de melhorar o rendimento de extração, um aumento no 

volume do solvente e aumento no tempo de contato da amostra com o mesmo foi 

estudado. Para tal, um volume de 5 mL de solvente foi utilizado e o tempo de contato 

com amostra foi testado num intervalo de 30, 60, 120 e 180 minutos.  

Os resultados obtidos neste estudo com a acetona e acetonitrila em 

função do tempo de extração podem ser visualizados nas figuras 10 e 11 

respectivamente.  

Resultados e Discussão 



                                                                                                                 79 

Como podemos observar comparando as figuras 9 e 10, as extrações do 

negro de fumo com acetona apresentaram maior rendimento. Para o PYR, que foi o 

HPA que apresentou maior concentração na extração com acetonitrila, obteve-se 

uma extração de 0,97 mg g-1 em 120 minutos de contato com a amostra, enquanto a 

extração com acetona no mesmo tempo de contato com a amostra obteve-se 6,54 

mg g-1. 
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Figura 9. Extração de HPAs de 30mg de negro de fumo com 5 mL de acetona com 

variação do tempo de contato da amostra com o solvente entre 30 e 180 minutos  

 

O tempo de contato da amostra com o solvente também teve grande 

influência na extração dos HPAs do negro de fumo. Analisando as figuras 9 e 10, 

podemos perceber que um aumento no tempo de contato, leva a um aumento na 

concentração da extração dos HPAs. Para os tempos de 120 e 180 minutos não 

ocorreu um aumento significativo na extração. 
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Figura 10. Extração de HPAs de 30 mg de  negro de fumo com 5 mL de acetonitrila, 

com variação do tempo de contato da amostra com o solvente entre 30 e 180 

minutos 

  

Para certificar-se de que não houvesse uma concentração maior de HPAs 

nas amostras de negro de fumo, já que este é desconhecido, um segundo 

procedimento foi efetuado, com a mesma massa de negro de fumo que foi colocada 

em contado com 5 mL de acetona (que apresentou melhores resultados na extração 

anterior) e aquecido a 100 ºC em banho maria, permanecendo assim por 30 

minutos. Este procedimento repetiu-se 4 vezes para a mesma amostra, onde o 

sobrenadante foi injetado no sistema cromatográfico. As amostras foram analisadas 

em triplicatas. 

Na tabela 18, podemos observar um comparativo entre os dois métodos 

efetuados para a extração dos HPAs do negro de fumo. Pode-se perceber o 

segundo método utilizado (com extração a quente), as concentrações de todos os 

analitos foram superiores aqueles que utilizaram o primeiro método (extração por 

ultra-som). Sendo assim, o método que utilizou extração a quente foi o selecionado 

para extrações de amostras de negro de fumo e borrachas. 
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Tabela 18. Extrações de HPAs de 30 mg de negro de fumo utilizando 2 diferentes 

métodos. Método 1 – amostra colocada em contato com 5 ml de acetona em banho 

de ultrasom por 120 minutos. Método 2 – amostra em contato com 5 mL  de acetona 

em banho maria a 100ºC por 30 minutos, repetindo-se o mesmo procedimento 4 

vezes. 

 

Concentração (mg g-1)  

Média ± RSD% Composto 

Método 1 Método 2 

2-Bromonaftaleno 2,01 ± 2,1 3,54 ± 1,8 

Acetonaftaleno 3,53 ± 3,0 4,05 ± 3,5 

Benzo(a)Antraceno 7,37 ± 4,5 7,55 ± 3,2 

Benzo(a)Pireno 2,37 ± 1,9 3,26 ± 1,5 

Benzo(b)Fluoranteno 3,73 ± 4,0 4,30 ± 2,0 

Benzo(g,h,i)Perileno 6,79 ± 3,2 7,02 ± 3,0 

Fenantreno 2,01 ± 2,6 3,69 ± 2,6 

Fluoranteno 0,92 ± 5,0 2,32 ± 3,1 

Fluoreno 3,19 ± 2,8 4,05 ± 3,5 

Indeno(1,2,3-cd)Pireno 3,62 ± 2,5 4,59 ± 2,8 

Naftaleno 4,00 ± 2,1 4,89 ± 3,3 

Pireno 6,54 ± 3,0 6,76 ± 2,5 
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5.5.1 Procedimento de extração do negro de fumo otimizado. 

 

Pesou-se 30 mg de amostra em frasco de vidro, onde adicionou-se 5 mL 

de acetona. Homogeneizou-se e colocou-se em banho maria a 100ºC, onde 

permaneceu por 30 minutos, sendo que para uma mesma amostra o procedimento 

de extração citado, foi efetuado 4 vezes. Após esta etapa, o sobrenadante foi filtrado 

e injetado no sistema cromatográfico com detecção UV e fluorimétrica. 

 

 

5.6 Avaliação da extração dos HPAs de borrachas 

 

Para avaliar a possível contaminação das borrachas provenientes de 

êmbolos de seringas descartáveis, e também aquelas que são utilizadas como 

tampas de soluções de aminoácidos e lipídeos adotou-se o mesmo método já 

descrito no item 5.5. 

Uma massa de 50 mg de cada amostra foi colocada em contato com 

diferentes solventes já citados anteriormente. Após foram deixadas em banho de 

ultrasom com variação do tempo entre 30 e 180 minutos. 

As alíquotas provenientes das extrações com o solvente tolueno, hexano, 

diclorometano e metanol ao serem analisadas no sistema cromatográfico não 

apresentaram nenhum sinal significativo nos tempos de retenção dos analitos de 

interesse.  

Quando utilizado acetonitrila e acetona como solventes para as extrações 

dos HPAs das borrachas, obteve-se sinais cromatográficos nos tempos de retenção 

dos analitos.  Com a intenção de melhorar a extração, um aumento no volume do 

solvente e aumento no tempo de contato da amostra com o mesmo foi estudado. 

Para tal, uma variação de volume de 3, 5 e 10 mL de solvente foi utilizado e o tempo 

de contato com amostra foi testado num intervalo de 30, 60, 120 e 180 minutos. 

Obteve-se melhores resultados com adição de 5 mL do solvente, sendo que 

dobrando o volume de solvente o rendimento de extração não apresentou variação  

significativa. 
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A figura 11 amostra as extrações com acetonitrila e acetona 

respectivamente, das amostras de borrachas variando-se o tempo de contato do 

solvente com as mesmas. 
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Figura 11. Extração média de HPAs de amostras de borrachas de coloração preta 

com acetonitrila e acetona (5 mL), variando-se o tempo de contato entre 30 e 180 

minutos. 

 

Observando-se a figura 11 onde temos a média de HPAs extraído das 

amostras de borrachas pode-se perceber que acetona utilizada como solvente 

apresentou melhor extração, e aumento-se o tempo de contato da amostra com o 

solvente ocorreu um aumento significativo no rendimento de extração. Sendo que os 

tempos de 120 e 180 minutos não apresentaram variações significativas nos 

rendimentos de extração. 

Assim como efetuado para as amostras de negro de fumo, o mesmo 

procedimento de extração foi utilizado para as amostras de borrachas, onde a 

mesma massa de amostra de borracha foi colocada em contato com 5 mL de 

acetona (que apresentou melhores resultados na extração anterior) e aquecido a 

100 ºC em banho maria, permanecendo assim por 30 minutos. Este procedimento 

repetiu-se 4 vezes para a mesma amostra, onde o sobrenadante foi injetado no 

sistema cromatográfico. As amostras foram analisadas em triplicatas. 

Na tabela 19, podemos observar um comparativo entre os dois 

procedimentos efetuados para a extração dos HPAs das amostras de borrachas.  
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Tabela 19. Extrações de HPAs 50 mg de amostras de borrachas de coloração cinza, 

marrom avermelhada e preta utilizando 2 diferentes métodos. Método 1 – amostra 

colocada em contato com 5 ml de acetona em banho de ultrasom por 120 minutos. 

Método 2 – amostra em contato com 5 mL  de acetona em banho maria a 100 ºC por 

30 minutos, repetindo-se o mesmo procedimento 4 vezes. 

Concentração (mg g-1)  

Média ± RSD% 

Método 1 Método 2 Composto 

Borracha 

Cinza 

Borracha 

Marrom 

Borracha 

Preta 

Borracha 

Cinza 

Borracha 

Marrom 

Borracha 

Preta 

2-Bromonaftaleno n.d n.d n.d 0,58 ± 2,6 0,35 ± 3,0 0,46 ± 2,0 

Acetonaftaleno n.d n.d 0, 88 ± 1,6 2,02 ± 1,8 0,75 ± 3,2 0,91 ± 3,6 

Benzo(a)Antraceno 0,20 ± 2,3 0,24 ± 3,6 0,33 ± 2,2 2,11 ± 3,3 0,55 ± 3,0 0,94 ± 2,3 

Benzo(a)Pireno n.d n.d n.d 1,53 ± 3,0 0,36 ± 1,5 0,85 ± 2,1 

Benzo(b)Fluoranteno n.d 0,32 ± 5,0 0,54 ± 3,2 2,24 ± 3,5 0,50 ± 1,3 0,81 ± 3,2 

Benzo(g,h,i)Perileno n.d 0,23 ± 2,0 5,64 ± 2,3 0,94 ± 1,6 0,74 ± 2,0 6,02 ± 1,8 

Fenantreno n.d n.d 0,98 ± 4,5 1,20 ± 3,3 0,98 ± 2,5 1,25 ± 3,8 

Fluoranteno n.d 0,14 ± 1,9 0,12 ± 2,0 1,78 ± 3,0 0,25 ± 1,8 0,75 ± 2,1 

Fluoreno n.d n.d 0,64 ± 2,9 1,02 ± 3,0 2,05 ± 2,9 0, 63 ± 1,8 

Indeno(1,2,3-

cd)Pireno 

n.d 0,43 ± 3,8 2,74 ± 3,3 0,56 ± 3,3 1,0 ± 2,5 3,25 ± 2,0 

Naftaleno n.d n.d 2,88 ± 4,2 2,30 ± 2,8 1,23 ± 3,5 2,80 ± 3,9 

Pireno n.d 0,23 ± 4,1 0,16 ± 2,9 3,31 ± 3,6 0,65 ± 3,8 1,98 ± 2,3 

 

Podemos observar que para os resultados do método 1, as borrachas 

cinza, apresentaram a menor contaminação, apenas um HPA, BaA numa 

concentração de 0,20 mg g-1. As amostras de borrachas marrom avermelhada 

apresentaram uma maior contaminação, com a presença de seis HPAs. Entre eles 
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esta o FLU com 0,14 mg g-1 e o INP com 0,43 mg g-1. Já para as amostras de 

borrachas pretas a contaminação foi maior que as anteriores, sendo que dos 12 

HPAs estudados, somente 2 não foram detectados. A maior contaminação de HPA 

provem do B(g,h,i)P, que apresentou uma concentração de mg g-1. 

Já para o método 2, em todas as amostras de borrachas foram 

identificados HPAs em concentrações acima daqueles encontrados no método 1. 

Para as amostras de coloração cinza, a maior concentração de HPA encontrado 

provém do PYR, 3,31 mg g-1, enquanto para as amostras de borracha marrom 

provém FLU onde foram encontrados mg g-1. Já para as amostras de borracha preta, 

a maior fonte de contaminação originou-se de 6,02 mg g-1 de BghiP. 

 

 

5.6.1 Procedimento de extração de HPAs de borrachas otimizado. 

 

Pesou-se 50 mg de amostra em frasco de vidro, onde adicionou-se 5 mL 

de acetona. Homogeneizou-se e colocou-se em banho maria a 100ºC, onde 

permaneceu por 30 minutos, sendo que para uma mesma amostra o procedimento 

de extração citado, foi efetuado 4 vezes. Após esta etapa, o sobrenadante foi filtrado 

e injetado no sistema cromatográfico com detecção UV e fluorimétrica. As amostras 

foram analisadas em triplicata. 

 

 

5.7 Efeito da vazão na percolação de HPAs nas colunas de poliestireno. 

 

Diversas vazões de percolação através dos cartuchos de SPE são 

utilizadas para HPAs. Muitos trabalhos utilizaram 2 a 25 mL min-1 (KISS, G. et al., 

1996; MARTINEZ, E.; et al., 2004; LI e LEE, 2001), fabricantes recomendam uma 

faixa de trabalho entre 2 a 50 mL min-1. O fluxo de percolação através dos cartuchos 

é um fator governante, uma vez que diminui o tempo de preparo das amostras e, 

conseqüentemente, de análise. Em contrapartida, altos fluxos podem diminuir o 

tempo de equilíbrio necessário na adsorção, levando à diminuição na eficiência da 
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recuperação dos compostos estudados (KISS, G., et al., 1996; GRYNKIEWICZ, M., 

et al., 2002). Como este estudo é semelhante ao SPE, utilizou-se os mesmos 

critérios para a escolha do fluxo. 

Neste estudo, a recuperação de HPAs variou de 53,2 a 74,2% (0,2 mL 

min-1), 81,3 a 100,1% (1 mL min-1),  59,1 a 79,1% (5 mL min-1) e 35,3 a 57,9% (10 

mL min-1). Na figura 12 podemos verificar essas variações. 
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Figura 12. Efeito da razão de fluxo na recuperação de HPAs, utilizando 10 mL de 

amostra em 30% de acetona como co-solvente e 2 mL de acetona como eluente 

 

Em virtude da necessidade de menor tempo para análise e dificuldade em 

manter o fluxo homogêneo para todas as colunas de poliestireno foi adotada a 

velocidade de fluxo entre 1 e 3 mL min-1 na percolação das amostras. 

 

 

5.8 Otimização da determinação dos HPAs em amostras de aminoácidos, 

lipídeos e medicamentos. 

 

Em virtude da baixa solubilidade dos HPAs, a qual decresce com o 

aumento da massa molecular, a amostragem dos respectivos compostos pode ser 

prejudicada devido a adsorção nas paredes dos recipientes utilizados para tal 

procedimento (Grynkiewicz et al., 2002). Portanto a adição de solventes orgânicos 

(acetona e acetonitrila), chamados também de co-solventes ou modificantes 
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orgânicos, é um recurso para aumentar a solubilidade dos HPAs, diminuindo a 

adsorção nas paredes dos frascos de amostragem (Grynkiewicz et al., 2002; 

Martinez et al., 2004; Urbe, I.; Ruana, J, 1997). Entretanto a concentração do co-

solvente é um parâmetro crítico, o qual deve ser avaliado precisamente, levando-se 

em consideração que se adicionado em baixa proporção pode não dissolver 

completamente os compostos de maiores massas moleculares, mas que se 

adicionado em alta proporção dificulta a adsorção dos compostos com menores 

massas moleculares (Grynkiewicz et al., 2002). Além da atenção que deve-se ter 

com a adsorção dos HPAs com as paredes dos recipientes, deve-se levar em 

consideração que um pequeno ou grande volume de solvente orgânico adicionado 

na amostra pode-se também levar a uma variação na adsorção dos HPAs com o 

polímero da coluna. Desta forma, para cada tipo de adsorvente e co-solvente esse 

parâmetro deve ser otimizado.  

 

 

5.8.1 Influencia da adição de um co-solvente na adsorção dos HPAs em poliestireno 

em amostras de água. 

 

Primeiramente, fez-se um teste em água para verificar a retenção dos 

HPAs no polímero, descrito anteriormente no item 2.10.1. A iniciativa de fazer-se 

estudos em água inicialmente, teve o objetivo de utilizar uma matriz livre de qualquer 

interferente, como aquelas presentes nas soluções de aminoácidos e lipídicas. 

Como pode ser observado na figura 13 utilizando-se 10% de acetona 

como co-solvente a recuperação do BaA, PYR e FLU foi satisfatória. O BbF, BaP, 

BghiP e o INP também apresentaram recuperações satisfatórias (87 a 99%). 

Diferentemente, isto não foi observado para os demais HPAs estudados em outras 

concentrações de acetona como co-solvente (Figura 13a). Como pode ser verificado 

na Figura 13b, utilizando a acetonitrila na concentração de 10%, a recuperação da 

maioria dos HPAs foi superior quando comparada à concentração de 20, 30 e 40%. 

A recuperação dos HPAs variou de 35, 6 a 64,5% (20% de acetonitrila), 21,2 a 

55,5% (30% de acetonitrila) e 15,8 a 25,6% (40% de acetonitrila). Utilizando-se a 

acetona como co-solvente, melhores resultados foram obtidos, comparados aos da 

acetonitrila (Figuras 13a e 13b). 
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Figura 13. Efeito na recuperação de HPAs sensíveis por detecção fluorimétrica 

utilizando (a) acetona e (b) acetonitrila como co-solvente em 9 mL de amostra de 

água. 

 

Para os HPAs sensíveis por detecção UV os resultados foram 

semelhantes aos anteriores, como pode ser observado na figura 14, com uma 

concentração de 10% de acetona como co-solvente, todos os HPAs tiveram 

recuperações satisfatórias, entre 89,6 e 112,5%. Para as demais concentrações de 

acetona como co-solvente (20, 30 e 40%) os HPAs estudados apresentaram 

recuperações entre 15,8 e 64,5% (Figura 14a). Verificando-se a figura 14, os 

maiores valores de recuperação utilizando 10% de acetonitrila como co-solvente não 

ultrapassaram 70%. Já para as demais concentrações de acetonitrila (20, 30 e 40%) 

os valores variaram entre 17,8 e 45,5%. 

Como pode ser observado nas figuras 13 e 14, sem o uso de um co-

solvente (acetona e acetonitrila, respectivamente) não seria possível a recuperação 

dos HPAs, isto está mostrado nos pontos zero de cada figura. 

 

a b 

Resultados e Discussão 



                                                                                                                 89 

0

20

40

60

80

100

120

0 10 20 30 40

Concentração de co-solvente (% acetona)

R
ec

u
p

er
aç

ão
 (

%
)

Naftaleno

Acetonaftileno

Fluoreno

Fenantreno

0

10

20

30

40

50

60

70

0 10 20 30 40

Concentração de co-solvente (% acetonitrila)

R
ec

u
p

er
aç

ão
 (

%
)

Naftaleno

Acetonaftileno

Fluoreno

Fenantreno

 

Figura 14. Efeito na recuperação de HPAs sensíveis por detecção UV utilizando (a) 

acetona e (b) acetonitrila como co-solvente em 9 mL de amostra de água. 

 

 

5.8.2 Influência da adição de um co-solvente nas amostras de aminoácidos. 

 

Na figura 15 pode-se observar que utilizando 10% de acetona como co-

solvente as recuperações dos HPAs sensíveis por detecção fluorimétrica 

apresentaram resultados satisfatórios, variando entre 87,4 e 122,7%. Quando a 

concentração do co-solvente foi aumentada, nota-se também uma diminuição nos 

valores de recuperação dos HPAs, sendo que para uma concentração de acetona de 

20%, os níveis de recuperação estiveram entre 20,7% para INP e 70,1% para FLR. 

Para as concentrações de 30 e 40 % de acetona como co-solvente os níveis de 

recuperação resultaram entre 23,2% para BbF e 58,5% para PYR; e entre 20,1 para 

FLR e 65% para BbF, respectivamente (figura 15a). 

Quando utilizado acetonitrila como co-solvente os níveis de recuperação 

foram diminuídos. Com a utilização de 10% de acetonitrila os valores de 

recuperação ficaram entre 34,8% para INP e 58,2% para BaA, aumentando-se para 

20% a concentração de co-solvente (acetonitrila) os valores ficaram entre 20,7 para 

INP e 48,1% para BbF. Utilizando 30% de acetonitrila as recuperações ficaram ainda 

menores, entre 22,6 para BaA e 35,5 para INP e com 40% de co-solvente entre 15,5 

para BghiP e 30,5 para BbF (figura 15b). 
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Figura 15. Efeito na recuperação de HPAs sensíveis por detecção fluorimétrica  

utilizando (a) acetona e (b) acetonitrila como co-solvente em 9 mL de amostra de 

aminoácidos. 

 

Observando a figura 16, onde temos os níveis de recuperação para os 

HPAs sensíveis por detecção UV, notamos que uma menor concentração de acetona 

como co-solvente apresentou melhores níveis de recuperação, onde com 10% de 

acetona os níveis ficaram entre 89,5% para PHEN e 109% para BRO. Com o uso de 

20% de acetona os valores de recuperação ficaram entre 40,3% (BRO) e 66,5% 

(NAP), aumentando para 30% a concentração do co-solvente obtivemos 

recuperações entre 25,6% (FL) e 59,5% (BRO). Utilizando 40% de acetona, 

obtiveram-se valores de recuperações entre 12,3 (BRO) e 25,6% (ACY) (figura 16a).  

Nota-se também que como anteriormente (figura 15), as recuperações 

com o uso de acetonitrila como co-solvente se comparado com a utilização de 

acetona, foram inferiores. Usando acetonitrila como co-solvente na proporção de 

10%, obteve-se os melhores níveis de recuperação para este, que estiveram entre 

32,3 e 57,2% (figura 16b). 
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Figura 16. Efeito na recuperação de HPAs sensíveis por detecção UV utilizando (a) 

acetona e (b) acetonitrila como co-solvente em 9 mL de amostra de aminoácidos. 

 

Comparando-se as Figuras 16a e 16b, quando usado acetona como co-

solvente, este foi mais eficaz para os níveis de recuperações dos HPAS nas 

amostras de aminoácidos, sendo que este foi o co-solvente utilizado para tais 

amostras. 

 

 

5.8.3 Influência da adição de um co-solvente nas amostras de lipídeos. 

 

Como pode ser observado na figura 17, utilizando 10% de acetona como 

co-solvente os níveis de recuperação não apresentaram resultados satisfatórios, 

variando entre 48,0% (INP) e 75,6% (BaP). Com o aumento da concentração de 

acetona para 20%, os resultados não apresentaram maiores recuperações, ficando 

entre 21,2% (BghiP) e 76,6% (PYR). Adicionando-se 30% de acetona nas amostras 

de lipídeos, os níveis de recuperação foram satisfatórios onde BghiP, FLU, BaA, 

apresentaram recuperações de 80,6; 86,4 e 90,5%, respectivamente. BaP, IND e 

BbF apresentaram resultados acima de 100%. Quando utilizado 40% de acetona 

(4mL) nas amostras de lipídeos observou-se um decréscimo nos níveis de 

recuperação que variaram entre 11,9% (BghiP) e 46,5% (PYR) (Figura 17a). 

 

a b 

Resultados e Discussão 



                                                                                                                 92 

 

Figura 17. Efeito na recuperação de HPAs sensíveis por detecção fluorimétrica  

utilizando (a) acetona e (b) acetonitrila como co-solvente em 9 mL de amostra de 

lipídeos. 

 

Na figura 17b onde se utilizou acetonitrila como co-solvente, pode-se 

observar de um modo geral um decréscimo nos níveis de recuperação dos HPAs. 

Quando utilizado 10% de acetonitrila, os resultados de recuperações variaram entre 

20,08% (IND) e 39,6% (BaA). Com a adição de 20% de acetonitrila na amostra, 

ocorreu um decréscimo nos níveis de recuperação, onde se obteve valores entre 

9,2% (BghiP) e 30,2% (PYR). Quando se adicionou 30% de co-solvente, obteve-se 

um aumento significativos nas recuperações comparando-se com os resultados 

anteriores com o mesmo, variando de 23,02% (BaA) e 56,02% (BbF). Um grande 

decréscimo pode ser observado quando adicionado 40% de co-solvente, onde os 

valores variaram entre 15,6% (BaP) e 30,5% (BbF). 

 

a b 

Resultados e Discussão 



                                                                                                                 93 

 

Figura 18. Efeito na recuperação de HPAs sensíveis por detecção UV utilizando (a) 

acetona e (b) acetonitrila como co-solvente em 9 mL de amostra de lipídios. 

 

Na figura 18 podemos observar o comportamento dos HPAs sensíveis por 

detecção UV nas amostras de lipídeos.  

Quando adicionado 10% de acetona como co-solvente nas amostras, 

pode-se perceber que os valores de recuperação dos HPAs foram baixos, variando 

de 39,9% (BRO) e 61,5% (PHEN). Utilizando 20% de acetona, não houve acréscimo 

nos valores, alguns até apresentando valores menores que os anteriores, sendo que 

os níveis de recuperação variaram entre 35,2% (BRO) e 59,5% (PHEN). Com 30% 

de acetona nas amostras obteve-se os valores satisfatórios de recuperação que 

ficaram entre 92,9% (PHEN) e 111,5% (FL). Quando adicionado 40% do co-solvente 

nas amostras de lipídeos, os níveis de recuperação voltaram a diminuir, 

apresentando resultados que variaram entre 17,2% (NAP) e 29,5 (FL) (Figura 18a). 

Na figura 18 observa-se o comportamento dos mesmos HPAS da figura 

18a, sendo que nesta utiliza-se acetonitrila como co-solvente nas amostras de 

lipídeos.  Com adição de 10% de acetonitrila nas amostras de lipídeos obteve-se 

recuperações entre 13,8% (ACY) e 41,2% (PHEN), com aumento para 20% de co-

solvente os resultados tiveram variações entre 24,5% (PHEN) e 37% (BRO). O uso 

de 30% de acetonitrila nas amostras apresentou os melhores resultados para este 

co-solvente que variaram entre 39,9% (PHEN) e 58,6% (ACY). Já com a adição de 

40% da mesma, os níveis de recuperação tiveram novamente uma diminuição, 

apresentando valores entre 12,3% (NAP) e 39,9% (FL). 
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Comparando-se as figuras 17 e 18 pode-se perceber que em ambas, o 

uso de acetona como co-solvente apresentou uma melhor recuperação para os 

HPAs nas amostras de lipídeos que variaram entre 80,6 e 121,3%. 

 

 

5.8.4 Influência da adição de um co-solvente nas amostras de medicamentos. 

 

Na figura 19, esta demonstrada a influência do uso de um co-solvente nos 

diferentes tipos de amostras de medicamentos. Podemos observar que utilizando 

concentrações de 10 e 20% de acetona como co-solvente nenhum dos quatro 

medicamentos aqui testados ultrapassou 65% de recuperação. Com o uso de 30% 

de co-solvente os medicamentos Dobutamina e Dopamina apresentaram um 

máximo de recuperação de 88 e 95,1% respectivamente, sendo que um aumento da 

concentração de acetona, levou a um decréscimo na recuperação dos HPAs  para 

os mesmos. Já para os medicamentos Fresofol 1 e 2%, utilizando 40% de acetona 

obteve-se valores máximos nos níveis de recuperação, 97 e 99,1%, respectivamente 

(Figura 19a). 

Na figura 19b, temos o comportamento de recuperações de HPAs quando 

utilizado acetonitrila como co-solvente. O uso de acetonitrila, teve um 

comportamento semelhante para os valores de recuperação entre os HPAs, no 

entanto utilizando este solvente os níveis foram menores, onde os níveis máximos 

não ultrapassaram 65%. 
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Figura 19. Efeito na recuperação de HPAs em amostras de Dopamina, Dobutamina 

Fresofol 1% e Fresofol 2%, utilizando (a) acetona e (b) acetonitrila como co-solvente 

em 9 mL de amostra. 

 

Observando a figura 20, onde temos a recuperação de HPAs em 

amostras de Fenobarbital, Fenitoína, Dipirona Sódica e Ranitidina, pode-se perceber 

que utilizando apenas 10% de acetona nas amostras dos respectivos medicamentos 

dois deles apresentam valores máximos de recuperação. Para Fenitoína e 

Fenobarbital obteve-se 100,3 e 103,6% respectivamente. Com o aumento do co-

solvente para 20%, pode-se perceber que os valores máximos de recuperação para 

Dipirona Sódica e Ranitidina são obtidos, sendo 96,3% e 99,2% respectivamente. O 

aumento da concentração do mesmo nas amostras para 30 e 40% levou a um 

decréscimo nos níveis de recuperação para os quatro medicamentos testados. 

Utilizando acetonitrila como co-solvente (figura 20b), obteve-se um gráfico 

de comportamento semelhante ao anterior. Contudo pode-se observar que os níveis 

de recuperação para este foram inferiores ao anterior. 
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Figura 20. Efeito na recuperação de HPAs em amostras de Fenobarbital, Fenitoína, 

Dipirona Sódica e Ranitidina, utilizando (a) acetona e (b) acetonitrila como co-

solvente em 9 mL de amostra. 

 

 

5.9 Ensaio para verificar o efeito do processo de esterilização na extração dos 

HPAs. 

 

Como as soluções parenterais são, via de regra, esterilizadas após o 

envase e, portanto o aquecimento ocorre em contato com a borracha das tampas, há 

o risco de extração dos HPAs por ação da temperatura. 

O objetivo deste ensaio foi verificar a influência do processo de 

esterilização na extração dos HPAs presentes na borracha das tampas, em função 

da natureza das diferentes substâncias utilizadas na nutrição parenteral, o qual foi 

realizado de acordo com o item 4.11. 

Para efeitos de comparação frente aos diversos tipos de amostras, o 

primeiro passo na investigação sobre a extração dos HPAs foi realizado com 

repetidos ensaios com água, considerando que todas as soluções são aquosas. 

Neste estudo não se observou nenhuma contaminação nas amostras de água após 

o processo de esterilização das mesmas, sendo que pode-se concluir que o 

aumento da temperatura não é suficiente para acelerar o processo de extração dos 

HPAs provenientes das tampas de borrachas das embalagens em água pura. No 
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entanto, na presença dos constituintes das soluções parenterais o efeito observado 

não foi o mesmo. 

O efeito do processo de esterilização na extração dos HPAs, por ação das 

soluções de aminoácidos, é mostrado na figura 21. Pode-se observar FLR e BaA 

foram extraídos em maior quantidade nas amostras de cisteína, metionina e glicina. 

FLU e BRO apresentaram maior afinidade com o ácido glutâmico e leucina,m 

enquanto, PYR e BbF com aminoácido básico (lisina). 
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Figura 21. Extração de HPAs das tampas de borracha em soluções sintéticas de 

aminoácidos após o processo de esterilização. 

 

É possível ver claramente que a contaminação por HPAs ocorre em 

concentrações consideráveis após o processo de esterilização nas soluções de 

todos os aminoácidos. Como com água pura não houve extração, pode concluir-se 

que os aminoácidos são responsáveis pela extração dos HPAs.  

Já para as amostras de lipídeos, para efeito de comparação quanto as 

mesmas, foi realizado com repetidos ensaios com óleo de soja, sendo que todas as 

amostras de lipídeos utilizadas em nutrição parenteral são oleosas. A figura 22 

mostra os HPAs extraídos das amostras de óleo de soja quando submetidas ao 

processo de esterilização. 
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Figura 22. Concentração de HPAs em amostras de óleo de soja após o processo de 

esterilização. 

 

Pode-se observar, pelos resultados obtidos, que o óleo de soja é capaz de 

extrair HPAs no processo de esterilização, ou seja, o aumento da temperatura é 

suficiente para acelerar o processo de extração dos mesmos. A quantidade média 

extraída foi 0,04 mg L-1, e entre os HPAs os que mais foram extraídos foram BghiP e 

IND. 

Os componentes das soluções lipidicas como ácido caprílico, ácido 

cáprico e lecitina de soja também extraíram HPAs das tampas de borrachas pela 

ação da temperatura. Como podem ser visto na figura 23, estas soluções mostram 

um comportamento semelhante ao do óleo de soja.  
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Figura 23. Concentração de HPAs em ácido caprílico, acido cáprico e lecitina de 

soja após o processo de esterilização. 

 

 

5.10 Recuperação 

 

 

5.10.1 Recuperação dos HPAs em amostras de aminoácidos 

 

A Tabela 20 apresenta os valores de recuperação para as amostras de 

aminoácidos, com o respectivo RSD%, para fortificações em três diferentes níveis de 

concentração (1 vez, 5 vezes e 10 vezes o valor do LOQ).  Optou-se por escolher 

uma das soluções de aminoácidos para representar todas as amostras da classe, 

sendo assim utilizou-se aminoesteril,pois para esta havia um volume maior de 

amostra. A Figura 24 apresenta os cromatogramas para os HPAs sensíveis por 

detecção fluorimétrica e a Figura 25, os HPAs sensíveis por detecção UV  para as 

mesmas fortificações. 
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Figura 24. Cromatogramas referentes à fortificação da amostra de aminoácidos nos 

níveis 1(a), 2(b) e 3(c) sensíveis por detecção fluorimétrica, concentrações em mg L-

1, listadas na Tabela 15, fluxo 1,3 mL/min e λexc 340 nm, λem 425 nm. Onde se tem (1) 

Fluoranteno, (2) Pireno, (3) Benzo(a)Antraceno, (4) Benzo(b)Fluoranteno, (5) 

Benzo(a)Pireno, (6) Benzo(g,h,i)Perileno e (7) Indeno(1,2,3-c,d)Pireno. 
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Figura 25. Cromatogramas referentes à fortificação da amostra de aminoácidos nos 

níveis 1 (a), 2 (b) e 3 (c) sensíveis por detecção UV concentrações em mg L-1, 

listadas na Tabela 15, fluxo 1,0 mL/min e λ 254 nm. Onde se tem (1) Naftaleno, (2) 

Acenaftileno, (3) Fluoreno, (4) 2-Bromonaftaleno e (5) Fenantreno 
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Tabela 20. Valores de recuperação e RSD% para amostras de aminoácidos, em 3 

níveis de fortificação, obtidos com as curvas analíticas preparadas em solvente, 

conforme condições cromatográficas descritas no item 5.1. 

Composto Fortificação (mg L-1) 
Recuperação* 

Média ±±±± RSD% 

0,09 99,9 ± 4,2 

0,45 114,8 ± 1,5 2-Bromonaftaleno 

0,90 117,1 ± 10,3 

0,15 119,1 ± 0,9 

0,75 120,1 ± 0,4 Acetonaftaleno 

1,50 97,8 ± 6,1 

0,33 118,0 ± 1,3 

1,65 122,1 ± 2,6 Benzo(a)Antraceno 

3,30 117,3 ± 4,3 

0,06 114,8 ± 6,3 

0,30 113,4 ± 7,1 Benzo(a)Pireno 

0,60 116,3 ± 1,6 

0,14 119,8 ± 1,2 

0,70 119,0 ± 0,7 Benzo(b)Fluoranteno 

1,40 119,9 ± 1,6 

 0,47 118,8 ± 1,7 

Benzo(g,h,i)Perileno 2,35 115,1 ± 2,0 

 4,70 119,2 ± 1,0 

 0,60 99,21 ± 4,5 

Fenantreno 3,00 102,44 ± 3,0 

 6,00 104,87 ± 3,5 

 0,12 120,1 ± 0,6 

Fluoranteno 0,60 122,8 ± 7,1 

 1,20 109,4 ± 4,9 

 0,06 95,6 ± 1,8 

Fluoreno 0,30 98,7 ± 3,5 

 0,60 100,5 ± 2,6 

 1,91 97,5 ± 2,8 

Indeno(1,2,3-cd)Pireno 9,55 99,3 ± 1,5 

 19,10 103,3 ± 2,5 
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 0,22 115,6 ± 4,0 

Naftaleno 1,10 112,1 ± 3,2 

 2,20 113,9 ± 4,1 

 0,07 103,8 ± 5,2 

Pireno 0,35 98,9 ± 3,8 

 0,70 100,5 ± 2,3 

*n= 9 (3 extrações para 3 níveis de fortificação diferentes e 3 injeções cada extração). 

 

Para todas as amostras analisadas, o valor encontrado para os HPAs já 

presentes nas mesmas foi descontado do adicionado.  

Como podem ser observados na Tabela 20, os valores de recuperação 

dos analitos a partir das amostras de aminoácidos foram em média de 110,6%, 

mostrando que o método desenvolvido é satisfatório para a avaliação da presença e 

quantificação de HPAs em amostras de aminoácidos. Os valores de desvio padrão 

relativos ficarem entre 0,7 e 7,1% para os analitos em questão. 

 

 

5.10.2 Recuperação dos HPAs em amostras de soluções lipídicas   

 

A Tabela 21 apresenta os valores de recuperação para as amostras de 

soluções lipidicas, com o respectivo RSD%, para fortificações em três diferentes 

níveis de concentração (1 vez, 5 vezes e 10 vezes o valor do LOQ). Optou-se aqui, 

por escolher uma das emulsões lipidicas para representar todas as amostras da 

mesma classe, sendo assim, utilizou-se Lipovenos 20%. 

 

Tabela 21. Valores de recuperação e RSD% para amostras de solução lipídica, em 3 

níveis de fortificação, obtidos com as curvas analíticas preparadas em solvente, 

conforme condições cromatográficas descritas no item 5.1. 

Composto Fortificação (mg L-1) 
Recuperação* 

Média ±±±± RSD% 

0,09 108,9 ± 2,4 2-Bromonaftaleno 

0,45 106,8 ± 5,1 
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0,90 101,3 ± 4,1 

0,15 98,58 ± 1,9 

0,75 102,58 ± 2,6 Acetonaftaleno 

1,50 97,5 ± 1,6 

0,33 87,5 ± 3,3 

1,65 107,9 ± 6,2 Benzo(a)Antraceno 

3,30 96,9 ± 3,4 

0,06 122,7 ± 3,6 

0,30 118,5 ± 3,51 Benzo(a)Pireno 

0,60 114,3 ± 3,6 

0,14 99,1 ± 2,1 

0,70 105,0 ± 1,7 
                          

Benzo(b)Fluoranteno 

1,40 110,9 ± 2,6 

 0,47 87,5 ± 3,7 

Benzo(g,h,i)Perileno 2,35 85,6 ± 1,0 

 4,70 95,6 ± 2,0 

 0,60 89,5 ± 3,5 

Fenantreno 3,00 92,9 ± 3,0 

 6,00 102,5 ± 5,3 

 0,12 100,5 ± 6,0 

Fluoranteno 0,60 97,5 ± 5,3 

 1,20 100,6 ± 4,5 

 0,06 105,5 ± 3,5 

Fluoreno 0,30 111,5 ± 5,3 

 0,60 101,6 ± 6,2 

 1,91 94,5 ± 6,3 

Indeno(1,2,3-cd)Pireno 9,55 111,4 ± 5,1 
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 19,10 98,7 ± 5,2 

 0,22 102,5 ± 3,5 

Naftaleno 1,10 98,5 ± 2,3 

 2,20 100,6 ± 1,4 

 0,07 115,9 ± 2,5 

Pireno 0,35 109,96 ± 8,3 

 0,70 111,9 ± 3,2 

 

Como podem ser observados na Tabela 21, os valores de recuperação 

dos analitos a partir das amostras de aminoácidos foram em média de 102,5%, 

mostrando que o método desenvolvido é satisfatório para a avaliação da presença e 

quantificação de HPAs em amostras lipídicas. Os valores de desvio padrão relativos 

ficarem entre 1 e 8,3% para os analitos em questão. 

 

 

5.10.3 Recuperação dos HPAs em amostras de medicamentos. 

 

Na Tabela 22 temos os valores de recuperação para as amostras de 

Fresofol 1 e 2% e Dopamina, com o respectivo RSD%, para fortificações em dois 

diferentes níveis de concentração (1 vez e 10 vezes o valor do LOQ).  

 

Tabela 22. Valores de recuperação e RSD% para amostras de Fresofol 1 e 2% e 

Dopamina, em 2 níveis de fortificação, obtidos com as curvas analíticas preparadas 

em solvente, conforme condições cromatográficas descritas no item 5.1. 

Recuperação*  

Média ±±±± RSD% Composto 
Fortificação 

(mg L-1) 

Fresofol 1% Fresofol 2% Dopamina 

0,09 102,3 ± 4,5 108,9 ± 2,4 100,1 ± 3,5 
2-Bromonaftaleno 

0,90 101,5 ± 3,2 99,8 ± 3,0 98,9 ± 2,9 
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0,15 99,5 ± 2,5 95,8 ± 4,1 97,8 ± 2,6 
Acetonaftaleno 

1,50 103,5 ± 2,3 97,9 ± 2,3 99,5 ± 1,2 

0,33 89,5 ± 4,6 92,5 ± 1,5 90,7 ± 1,3 
Benzo(a)Antraceno 

3,30 95,9 ± 3,0 84,3 ± 3,5 97,5± 2,0 

0,06 101,9 ± 3,9 105,0 ± 6,0 89,6 ± 4,2 
Benzo(a)Pireno 

0,60 103,0 ± 4,0 98,9 ± 5,1 93,6 ± 2,5 

0,14 96,3 ± 2,5 84,6 ± 2,8 95,3 ± 1,3 
                          

Benzo(b)Fluoranteno 
1,40 98,5 ± 2,2 83,7 ± 3,6 100,9 ± 1,9 

0,47 93,8 ± 2,3 88,6 ± 1,5 98,3 ± 3,0 
Benzo(g,h,i)Perileno 

4,70 99,8 ± 1,9 98,3 ± 2,0 99,6 ± 3,8  

0,60 103,1 ± 3,0 89,9 ± 2,5 101,5 ± 1,2 
Fenantreno 

6,00 100,5 ± 1,9 93,6 ± 2,0 99,8 ± 1,8 

0,12 96,7 ± 3,8 127,5 ± 5,0 95,0 ± 2,0 
Fluoranteno 

1,20 91,2 ± 3,5 124,5 ± 6,1 110,2 ± 4,5 

0,06 95,6 ± 2,8  100,3 ± 2,1 98,5 ± 1,5  
Fluoreno 

0,60 105,1 ± 4,2 102,0 ± 2,6 96,5 ± 1,8  

1,91 98,9 ± 3,1 98,9 ± 3,8 90,6 ± 3,0 
Indeno(1,2,3-cd)Pireno 

19,10 99,2 ± 2,0 99,7 ± 4,00 102,8 ± 2,9 

0,22 97,8 ± 1,5 100,2 ± 1,1 89,6 ± 2,7 
Naftaleno 

2,20 96,3 ± 1,8 103,5 ± 2,0 98,5 ± 3,6 

0,07 89,2 ± 2,6 82,0 ± 4,5 106,7 ± 2,5 
Pireno 

0,70 87,9 ± 2,1 94,1 ± 2,6 100,9 ± 2,1 

*n= 9 (3 extrações para 2 níveis de fortificação diferentes e 3 injeções cada 

extração). 

 

A Tabela 23 apresenta os valores de recuperação para as amostras de 

Dobutamina, Ranitidina e Fenitoína com o respectivo RSD%, para fortificações em 

dois diferentes níveis de concentração (1 vez e 10 vezes o valor do LOQ).  
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Tabela 23. Valores de recuperação e RSD% para amostras de Dobutamina, 

Ranitidina e Fenitoína em 2 níveis de fortificação, obtidos com as curvas analíticas 

preparadas em solvente, conforme condições cromatográficas descritas no item 5.1. 

Recuperação*  

Média ±±±± RSD% Composto 
Fortificação 

(mg L-1) 

Dobutamina Ranitidina Fenitoína 

0,09 82,5 ± 5,1 95,6 ± 3,1 88,9 ± 2,9 
2-Bromonaftaleno 

0,90 95,3 ± 2,1 95,9 ± 2,1 102,4 ± 2,3 

0,15 99,2 ± 4,0 89,3 ± 2,6 105,2 ± 3,1 
Acetonaftaleno 

1,50 103,6 ± 2,6  103,3 ± 2,5 96,8 ± 2,3 

0,33 80,9 ± 3,9 105,6 ± 3,6 101,2 ± 2,4 
Benzo(a)Antraceno 

3,30 86,9 ± 1,9 98,8 ± 3,2 95,8 ± 2,8 

0,06 95,8 ± 2,5 85,2 ± 5,4 110,4 ± 4,3 
Benzo(a)Pireno 

0,60 97,2 ± 1,8 92,5 ± 3,1 102,1 ± 3,0 

0,14 90,1 ± 3,9 102,0 ± 3,3 100,3 ± 2,9 
                          

Benzo(b)Fluoranteno 
1,40 96,2 ± 4,0 100,9 ± 2,6 99,5 ± 1,5 

0,47 89,7 ± 3,1 87,7 ± 3,9 89,5 ± 3,5 
Benzo(g,h,i)Perileno 

4,70 105,0 ± 2,3 103,1 ± 2,4 99,5 ± 3,0 

0,60 100,9 ± 3,2 96,9 ± 2,3 98,8 ± 1,8 
Fenantreno 

6,00 95,6 ± 2,2 96,3 ± 2,8 100,5 ± 1,9 

0,12 94,3 ± 2,5 121,1 ± 5,2 119,8 ± 5,1 
Fluoranteno 

1,20 103,3 ± 2,9 102,0 ± 2,5 89,9 ± 3,2 

0,06 96,9 ± 2,1  97,7 ± 3,1 96,8 ± 2,9 
Fluoreno 

0,60 99,9 ± 2,2 90,9 ± 2,1 105,2 ± 2,7 

1,91 87,5 ± 3,9 87,1 ± 4,0 90,1 ± 2,5 
Indeno(1,2,3-cd)Pireno 

19,10 92,9 ± 2,9 95,8 ± 2,3 99,8 ± 1,9 

0,22 97,1 ± 1,3 100,6 ± 2,1 97,8 ± 2,0 
Naftaleno 

2,20 99,6 ± 1,5 105,0 ± 3,0 98,9 ± 2,1 
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0,07 87,9 ± 2,6 106,8 ± 2,9 90,5 ± 1,8 
Pireno 

0,70 96,9 ± 2,0 101,5 ± 2,6 96,5 ± 2,3 

*n= 9 (3 extrações para 2 níveis de fortificação diferentes e 3 injeções cada 

extração). 

 

A Tabela 24 apresenta os valores de recuperação para as amostras de 

Fenobarbital e Dipirona Sódica, com o respectivo RSD%, para fortificações em dois 

diferentes níveis de concentração (1 vez e 10 vezes o valor do LOQ).  

 

Tabela 24. Valores de recuperação e RSD% para amostras de Fenobarbital e 

Dipirona Sódica, em 2 níveis de fortificação, obtidos com as curvas analíticas 

preparadas em solvente, conforme condições cromatográficas descritas no item 5.1. 

Recuperação*  

Média ±±±± RSD% Composto 
Fortificação 

(mg L-1) 

Fenobarbital Dipirona Sódica 

0,09 89,8 ± 3,5 107,0 ± 3,8 
2-Bromonaftaleno 

0,90 98,5 ± 2,5 100,3 ± 2,5 

0,15 99,5 ± 3,2 95,3 ± 2,1 
Acetonaftaleno 

1,50 103,5 ± 2,9 98,4 ± 2,0 

0,33 119,8 ± 4,9 97,7 ± 1,8 
Benzo(a)Antraceno 

3,30 101,9 ± 3,9 99,6 ± 2,3 

0,06 94,0 ± 1,8 85,9 ± 4,5 
Benzo(a)Pireno 

0,60 96,3 ± 2,8 92,8 ± 2,5 

0,14 108,2 ± 3,9 101,9 ± 3,0 
                          

Benzo(b)Fluoranteno 
1,40 102,8 ± 3,0 102,5 ± 3,1 

0,47 82,4 ± 2,5 84,4 ± 4,8  
Benzo(g,h,i)Perileno 

4,70 96,2 ± 2,9 89,6 ± 4,6 

0,60 96,8 ± 5,2 100,9 ± 2,1 
Fenantreno 

6,00 95,9 ± 3,1 103,5 ± 2,8 
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0,12 113,0 ± 3,6 121,6 ± 5,0 
Fluoranteno 

1,20 99,8 ± 2,9 91,0 ± 1,8 

0,06 87,9 ± 5,6 86,1 ± 2,1 
Fluoreno 

0,60 102,5 ± 3,8 95,6 ± 3,1 

1,91 96,5 ± 2,0 89,6 ± 2,0 
Indeno(1,2,3-cd)Pireno 

19,10 98,5 ± 2,5 103,1 ± 3,0 

0,22 102,8 ± 3,9 99,3 ± 2,1 
Naftaleno 

2,20 96,5 ± 3,0 98,6 ± 3,8 

0,07 94,7 ± 2,9 93,0 ± 2,6 
Pireno 

0,70 95,8 ± 3,8 96,8 ± 3,5 

*n= 9 (3 extrações para 2 níveis de fortificação diferentes e 3 injeções cada 

extração). 

 

Observando as tabelas 22, 23 e 24 pode-se perceber que os valores de 

recuperação dos analitos a partir das diferentes amostras de medicamentos 

estiveram entre 80,9 e 127,5%, sendo que a maior parte das amostras apresentou 

níveis de recuperação muito próximo de 100%. Pode-se observar também que os 

valores de desvio padrão relativo ficou entre 1,1 e 6,1% para os analitos em questão. 

 

 

5.11 Avaliação da presença de HPAs em amostras comerciais 

 

O procedimento desenvolvido foi aplicado em 6 amostras de aminoácidos 

(Tabelas 12 e 13), sendo que para Primène foi analisado três diferentes lotes da 

mesma formulação; 4 amostras de soluções lipídicas (Tabela 14) e 8 amostras de 

medicamentos injetáveis (Tabela 15). A escolha do número de amostras deve-se a 

quantidade das mesmas que estavam disponíveis. A análise das amostras indicou a 

contaminação das mesmas por HPAs, algumas amostras apresentaram até 4 

diferentes analitos. 
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A aplicação do procedimento desenvolvido não apresentou dificuldades, 

pois durante as etapas de desenvolvimento e validação empregou-se amostra real 

para os testes de recuperação dos compostos. 

 

 

5.11.1 Determinação cromatográfica de HPAs em amostras de aminoácidos 

comerciais. 

 

A concentração dos HPAs em soluções comerciais de aminoácidos 

usadas na nutrição parenteral é mostrada nas tabelas 25 e 26. Foram analisadas 

três amostras de cada lote. 

Três diferentes lotes das amostras de Primène (Tabela 25) foram 

analisadas, onde nas três amostras foram identificados 4 HPAs, entre estes que 

apresentou maior concentração foi o B(ghi)P que teve uma variação entre 0,14 e 

0,17 mg L-1. As amostras de Aminoped, apresentaram 3 diferentes HPAs, 

destacando-se aqui PYR com uma concentração de 0,16 mg L-1. 

 

Tabela 25. Determinação de HPAs em amostras comerciais de aminoácidos – 

Primène, Aminoped 

Primène (1) 

Baxter 

Primène (2) 

Baxter 

Primène (3) 

Baxter 

Aminoped 

Fresenius 

 

HPAs (mg L-1) 

Média ± RSD% 

2-Bromonaftaleno < LD < LD < LD < LD 

Acetonaftaleno < LD < LD < LD < LD 

Benzo(a)Antraceno < LD < LD < LD < LD 

Benzo(a)Pireno 0,02 ± 5,1 0,02 ± 0,83 0,03 ± 2,14 0,11 ± 2,54 

Benzo(b)Fluoranteno 0,03 ± 2,96 0,03 ± 3,77 0, 03 ± 2,35 0,04 ± 0,81 

Benzo(g,h,i)Perileno 0,13 ± 3,51 0,17 ± 14,8 0,17 ± 6,15 < LD 
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Fenantreno < LD < LD < LD < LD 

Fluoranteno 0,13 ± 2,3 0,13 ± 3,84  0,14 ± 1,53 n.d 

Fluoreno < LD < LD < LD < LD 

Indeno(1,2,3-c,d)Pireno < LD < LD < LD < LD 

Naftaleno < LD < LD < LD < LD 

Pireno < LD < LD < LD 0,16 ± 11,2 

 

 

Na tabela 26, tem-se a análise de HPAs em amostras de Aminoplasmal, 

Nefroamino, Aminoesteril e Aminoesteril Hepa 8%. As amostras de Aminoplasmal 

apresentaram-se contaminadas por dois HPAs, (BaP e PYR), nas de Nefroamino 

foram identificados três contaminantes que variaram a concentração entre 0,07 mg 

L-1  (BaP) e 0,08 mg L-1  (PYR) 

Já para as amostras de Aminoesteril detectou-se apenas PYR, 0,11 mg L-1 

e as amostras de Aminoesteril Hepa 8% não foi detectado nenhum dos HPAs 

estudados. 

 

Tabela 26. Determinação de HPAs em amostras comerciais de aminoácidos – 

Aminoplasmal, Nefroamino, Aminoesteril, Aminoesteril Hepa 8% 

Aminoplasmal 

B. Braum Lab. 

Nefroamino  B. 

Braum Lab. 

Aminoesteril 

Fresenius 

Aminoesteril 

Hepa 8% 

Fresenius 

 

HPAs (mg L-1) 

Média ± RSD% 

2-Bromonaftaleno < LD < LD < LD < LD 

Acetonaftaleno < LD < LD < LD < LD 

Benzo(a)Antraceno < LD < LD < LD < LD 

Benzo(a)Pireno 0,16 ± 1,01 0,07 ± 1,07 < LD < LD 
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Benzo(b)Fluoranteno < LD < LD < LD < LD 

Benzo(g,h,i)Perileno < LD < LD < LD < LD 

Fenantreno < LD < LD < LD < LD 

Fluoranteno < LD 0,17 ± 3,83  < LD < LD 

Fluoreno < LD < LD < LD < LD 

Indeno(1,2,3-c,d)Pireno < LD < LD < LD < LD 

Naftaleno < LD < LD < LD < LD 

Pireno 0,21 ± 2,97 0,18 ± 7,9 0,11 ± 7,89 < LD 

 

 

5.11.2 Determinação cromatográfica de HPAs em amostras de emulsões lipídicas 

comerciais. 

 

A concentração de HPAs em amostras de emulsões lipídicas comerciais 

está mostrada na tabela 27, sendo que para estas apenas um lote de cada foi 

analisado. 

Como pode ser observado na Tabela 27, as 4 diferentes amostras de 

emulsões lipídicas apresentaram contaminação por BaP e PYR, onde houve 

variação na concentração dos mesmos entre 0,07 mg L-1 (PYR em amostras de 

Lipofundim 10%) e 0,19 mg L-1 (BaP em amostras de Lipovenos 20%). Nas amostras 

de Lipovenos 10 e 20% foram detectados 0,15 e 0,13 mg L-1 de FLR, 

respectivamente. 
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Tabela 27. Determinação de HPAs em amostras comerciais de emulsões lipídicas  – 

Lipofundin 10 e 20% e Lipovenos 10 e 20% 

Lipofundin 

10% Fresenius 

Lipofundin 

20% Fresenius 

Lipovenos 

10% 

Lipovenos 

20% 

 

HPAs (mg L-1) 

Média ± RSD% 

2-Bromonaftaleno < LD < LD < LD < LD 

Acetonaftaleno < LD < LD < LD < LD 

Benzo(a)Antraceno < LD < LD < LD < LD 

Benzo(a)Pireno 0,14 ± 3,3 0,15 ± 0,88 0,14 ± 4,1 0,19 ± 4,45  

Benzo(b)Fluoranteno < LD < LD < LD < LD 

Benzo(g,h,i)Perileno < LD < LD < LD < LD 

Fenantreno < LD < LD < LD < LD 

Fluoranteno < LD < LD 0,15 ± 4,44 0,13 ± 2,99 

Fluoreno < LD < LD < LD < LD 

Indeno(1,2,3-c,d)Pireno < LD < LD < LD < LD 

Naftaleno < LD < LD < LD < LD 

Pireno 0,07 ± 3,37 0,07 ± 7,3 0,08 ± 9,3 0,08 ± 2,3 

 

 

5.11.3 Determinação cromatográfica de HPAs em amostras de medicamentos.  

 

A concentração de HPAs em amostras de medicamentos injetáveis 

utilizadas em bebês prematuros está mostrada nas tabelas 28 e 29. 

Como pode ser observado na Tabela 28, todas as amostras de 

medicamentos injetáveis, Fresofol 1%, Fresofol 2%, Dobutamina e Ranitidina 

Resultados e Discussão 



                                                                                                                 114 

apresentaram contaminação por HPAs, sendo que nos 4 diferentes medicamentos 

foram identificados os mesmos quatro analitos em concentrações que variaram de 

0,12 mg L-1 (PYR) em amostras de Ranitidina e 0,31 mg L-1 (BaP) em amostras de 

Fresofol 1%. 

Para os demais medicamentos analisados (Tabela 29), as amostras de 

Fenobarbital apresentaram contaminação somente por BaP, 0,06 mg L-1, Dipirona 

Sódica teve dois HPAs detectados, BaP (0,07 mg L-1) e PYR (0,10 mg L-1), em 

Fenitoína três analitos que variaram entre 0,09 e 0,29 mg L-1. As amostras de 

Dopamina apresentaram contaminação por PYR, numa concentração de 0,10 mg L-

1. 

Tabela 28. Determinação de HPAs em amostras de Fresofol 1 e 2%, Dobutamina e 

Ranitidina 

Fresofol 1% Fresofol 2% Dobutamina Ranitidina  

HPAs (mg L-1) Média ± RSD% 

2-Bromonaftaleno < LD < LD < LD < LD 

Acetonaftaleno < LD < LD < LD < LD 

Benzo(a)Antraceno < LD < LD < LD < LD 

Benzo(a)Pireno  0,31 ± 4,54 0,24 ± 3,88 0,25 ± 8,6 0,31 ± 4,73 

Benzo(b)Fluoranteno 0,24 ± 4,42  0,19 ± 2,54 0,19 ± 5,0 0,15 ± 7,59 

Benzo(g,h,i)Perileno < LD < LD < LD < LD 

Fenantreno < LD < LD < LD < LD 

Fluoranteno 0,19 ± 3,11 0,16 ± 1,20  0,14 ± 7,5   0,13 ± 5,53  

Fluoreno < LD < LD < LD < LD 

Indeno(1,2,3-c,d)Pireno < LD < LD < LD < LD 

Naftaleno < LD < LD < LD < LD 

Pireno 0,18 ± 3,61 0,15 ± 2,9 0,14 ± 1,77 0,12 ± 4,33 
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Tabela 29. Determinação de HPAs em amostras de Fenobarbital, Dipirona Sódica, 

Fenitoína e Dopamina 

Fenobarbital Dipirona 

Sódica 

Fenitoína Dopamina  

HPAs (mg L-1) 

Média ± RSD% 

2-Bromonaftaleno < LD < LD 0,09 ± 3,5 < LD 

Acetonaftaleno < LD < LD < LD < LD 

Benzo(a)Antraceno < LD < LD < LD < LD 

Benzo(a)Pireno 0,06 ± 2,09 0,07 ± 3,09 < LD < LD 

Benzo(b)Fluoranteno < LD < LD 0,14 ± 4,8 < LD 

Benzo(g,h,i)Perileno < LD < LD < LD < LD 

Fenantreno < LD < LD < LD < LD 

Fluoranteno < LD < LD < LD < LD 

Fluoreno < LD < LD < LD < LD 

Indeno(1,2,3-c,d)Pireno < LD < LD < LD < LD 

Naftaleno < LD < LD 0,29 ± 5,8 < LD 

Pireno < LD 0,10 ± 1,84 < LD 0,10 ± 3,8 

 

 

 

 

 

 

 

 

Resultados e Discussão 



                                                                                                                 116 

 

 

 

6 CONCLUSÕES 

 

 

Os métodos de HPLC com detecção fluorimétrica e UV utilizados 

demonstram sensibilidade adequada para detecção dos HPAs estudados em 

amostras de soluções lipídicas, de aminoácidos e medicamentos injetáveis testados, 

sendo considerada uma medida adequada de exposição aos HPAs. A metodologia 

testada apresenta baixa interferência da matriz nas análises, sendo que apenas 

separação e pré-concentração através de colunas de poliestireno de confecção 

própria foram necessárias para o preparo das amostras antes da analise. Desta 

forma, um grande número de amostras pode ser analisado em intervalo de tempo 

relativamente curto.  

Na primeira etapa deste trabalho foi analisado a concentração de HPAs 

presentes no negro de fumo e posterior em amostras de borracha utilizadas para 

fechar as embalagens. O método de extração para as amostras foi satisfatório, 

sendo que um pequeno consumo de solvente e um tempo de extração também 

pequeno foi necessário para identificar, bem como quantificar os analitos. As 

amostras de borracha analisadas estavam contaminadas por HPAs, sendo assim de 

grande importância esta etapa. Uma vez que estas estão contaminadas, pode haver 

a contaminação de soluções de aminoácidos e lipídeos, os quais ficam em contato 

com as mesmas. 

A segunda etapa deste trabalho consistiu na aplicação do método de 

separação/pré-concentração com as colunas de poliestireno para verificar os teores 

de contaminação de HPAs em amostras de aminoácidos, soluções lipídicas e de 

medicamentos injetáveis. O objetivo foi verificar o impacto do uso de tampas de 

borrachas, nas quais foi detectada contaminação por HPAs. Dentre as amostras 

analisadas, o BaP foi encontrado em 16 amostras, seguido por PYR, 14 amostras e, 
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FLR 10 amostras. O NAP e o BRO foram encontrados apenas em amostras de 

Fenitoína. 

Os resultados apresentados indicam que as borrachas de seringas e 

aquelas utilizadas em tampas de medicamentos podem ser uma fonte de 

contaminação de HPAs para os usuários dos mesmos. Levando em consideração os 

efeitos mutagênicos e carcinogênicos dos HPAs, justifica-se a importância destas 

análises.  
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ANEXO A 

 

 Método 5506 proposto pelo National Institute for Occupational Safety and 

Health (NIOSH) para análise de HPAs utilizando cromatografia liquida de alta 

eficiência com detecção UV e fluorimétrica. 
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ANEXO B 

 

Estrutura e classificação dos aminoácidos. 

� Aminoácidos básicos 

pK1  (α-COOH): 2,16  pK2 (α-NH3
+): 9,06 

O

NH2

NH2 OH

Lisina (Lys)
  

 

� Aminoácido ácido 

pK1  (α-COOH): 2,10  pK2 (α-NH3
+): 9,47 

O O

OHOH

NH2

Ácido Glutâmico (Glu)
 

 

� Aminoácidos apolares 

pK1  (α-COOH): 2,32  pK2 (α-NH3
+): 9,76 

O

NH2

CH3
CH3 OH

Isoleucina (Ile)
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134 

 



 

pK1  (α-COOH): 2,33  pK2 (α-NH3
+): 9,74 

O

NH2

CH3

CH3

OH

Leucina (Leu)
  

pK1  (α-COOH): 2,13  pK2 (α-NH3
+): 9,28 

 

O

NH2

S
CH3 OH

Metionina (Met)
 

 

� Aminoácidos polares 

pK1  (α-COOH): 2,35  pK2 (α-NH3
+): 9,78 

O

NH2 OH

Glicina (Gly)
  

 

Fonte: http://www.moodle.ufba.br/ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ANEXO C 

 

Cromatograma obtido após injeção de 10 µL de acetona pura, com detecção 

fluorimétrica. Eluente: acetonitrila, água; fluxo 1,3 mL min-1; λexc = 340 nm, λem = 

425 nm  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tempo (min) 

Sinal (mV) 

135 

 



 

ANEXO D 

 

Cromatograma obtido após injeção de 10 µL de acetona pura, com detecção 

UV - Eluente: acetonitrila e água, 1mL min-1 e λ =254 nm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tempo (min) 

Sinal (mV) 

136 

 




