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Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) constituem uma
familia de compostos caracterizada por possuirem 2 ou mais anéis aromaticos
condensados. Estas substéncias, bem como seus derivados nitrados e
oxigenados, tém ampla distribuicdo e sdo encontrados como constituintes de
misturas complexas em todos os compartimentos ambientais. Existe uma
imensa variedade de HPAs no meio ambiente, grande parte deles possuindo
caracteristicas estruturais e propriedades muito similares, sdo conhecidos por
suas propriedades carcinogénicos e/ou mutagénicos. Neste estudo foi
investigado a presenga de HPAs no negro de fumo, borrachas utilizadas como
tampas de frascos de medicamentos, bem como algumas formulagées
farmacéuticas (aminoacidos e solugdes lipidicas para nutrigdo parenteral e
alguns medicamentos injetaveis) por cromatografia liquida de alta eficiéncia. A
origem dos HPAs nas borrachas e em produtos farmacéuticos estd no uso do
negro de fumo, como pigmento. Para as andlises, os HPAs foram extraidos do
negro de fumo e de diferentes tipos de tampas de borrachas com acetona. A
determinacdao de HPAs nas formulagdes farmacéuticas exigiu prévia extragao
em fase sélida, usando colunas de poliestireno. As extracdes foram otimizadas
com solugbes individuais de cada formulagdo investigada. Os resultados
mostraram que todas as amostras de borrachas analisadas estavam
contaminadas por HPAs. Os niveis foram entre 0,12 mg g' para
Benzo(a)Pireno e 5,64 mg g para Benzo(g,h,i)Perileno. Entre os produtos
farmacéuticos, as solugdes de aminoacidos apresentaram niveis entre 0,02 mg
L para Benzo(a)Pireno e 0,21 mg L para Pireno, e emulsées lipidicas 0,07
mg L' e 0,19 mg L' para os mesmos HPAS. Entre os injetaveis, a
contaminagao esteve entre 0,06 mg L™ e 0,03 mg L' para o Benzo(a)Pireno.
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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 PAHSs, 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 for Benzo(a)Pyrene and 5.64 mg
g’ for Benzo(ghi)Perylene. Among the pharmaceutical products, amino acid
solutions presented levels between 0.02 mg L™ for Benzo(a)Pyrene and 0.21
mg L™ for Pyrene, and lipid emulsions 0.07 mg L™ and 0.19 mg L™ for the same
PAHs. Among the injectables, the contamination ranged between 0.06 mg L™
and 0.031 mg L for the Benzo(a)Pyrene.
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1 INTRODUCAO

Os HPAs sao emitidos por fontes naturais e antropogénicas. A
contribuicdo das fontes naturais € muito limitada restringindo-se, praticamente, a
queima espontanea de florestas e emissbes vulcanicas. As fontes antropogénicas
representam o principal processo de emissdo de HPAs (LEE, 1995).

A queima de combustiveis como petrdleo e seus derivados, carvao,
madeira, gas de carvao, etc, produz HPAs e muitos outros poluentes atmosféricos. A
quantidade e os tipos de HPAs formados dependem das condi¢des especificas do
processo e do tipo de combustivel, sendo que processos mais eficientes emitem
menores quantidades de HPAs. A fumaga de cigarro, queimadas e calefacao
(especialmente em paises de clima temperado) sdo importantes fontes de HPAs e
derivados (LOPES et al. 1996).

Os HPAs sao oriundos também de fontes tecnoldgicas que podem ser
méveis ou estacionarias. Entre as fontes mdveis, destaca-se o motor de combustédo
interna como o principal emissor destas substancias para o ambiente. Este tipo de
motor € o mais comum em diversos veiculos de transporte de cargas e passageiros.
As fontes estaciondrias sao subdivididas entre as utilizadas na geracao de energia
elétrica e calor e aquelas ligadas a atividade industrial (produgdo de aluminio) e de
incineracdo (principalmente de rejeitos quimicos) e podem emitir uma grande
variedade de produtos de combustao incompleta (NETTO et al., 1999).

Considerados importantes contaminantes ambientais amplamente
distribuidos na natureza, os HPAs tém despertado interesse crescente no cenario
internacional pelo fato de muitos deles serem genotdxicos e provaveis
carcinogénicos humanos (WHO, 1998).

Os HPAs sao absorvidos através dos pulmdes, trato gastro-intestinal e
pela pele. Sao largamente distribuidos pelo organismo através de qualquer rota e

sdo encontrados em praticamente todos os érgaos internos, principalmente naqueles
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ricos em lipideos. O metabolismo dos HPAs é complexo. Em geral sdo convertidos
em epodxidos e estes posteriormente convertidos em fendis, didis e tridis que podem
ser conjugados com o acido sulfarico ou glucorénico ou com a glutationa. Embora a
maior parte do metabolismo resulte em detoxificacdo, alguns HPAs sao ativados
formando espécies DNA-ligantes, principalmente diol epoxidos, que podem dar inicio
a um processo de carcinogénese. Os HPAs podem produzir tumores tanto no local
de contato quanto em local distante deste, e o potencial carcinogénico do composto
pode variar de acordo com a rota de exposicao (WHO, 1998).

O negro de fumo, também conhecido como negro de carbono (do inglés
“carbon black") é constituido por particulas finamente divididas, que sdo obtidas por
decomposicao térmica (pirélise) ou combustao parcial de hidrocarbonetos gasosos
ou liquidos. O negro de fumo possui duas propriedades que definem a maioria
absoluta das suas aplicagdes: elevado poder de pigmentagao e capacidade de, em
mistura com as borrachas, elevar substancialmente a resisténcia mecéanica desses
materiais.

Levando-se em consideracdo que estas borrachas pigmentadas com o
negro de fumo sao utilizadas em émbolos de seringas e tampas de medicamentos,
objetivou-se um estudo para determinacdo simultanea de HPAs em medicamentos
que sao armazenados em recipientes com tampas de borracha utilizando a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com deteccao UV e fluorescéncia.

A primeira parte deste estudo constituiu na investigacao da concentragcao
de HPAs existente no negro de fumo que é obtido de uma fragdo de petréleo. Uma
vez definida a presenga de HPAs e sua concentragao no negro de fumo, verificou-se
a presenca dos hidrocarbonetos nas borrachas de coloragdo cinza, marrom
avermelhada e preta utilizadas em embalagens de medicamentos, e estudou-se a
possivel contaminagdo de solugdes de aminoacidos e lipideos comerciais utilizadas
em nutricdo parenteral, armazenadas em frascos de vidro com tampas de borrachas.

Posteriormente, fez-se a investigagcdo dos HPAs em alguns medicamentos
utilizados por bebés prematuros que sdo administrados por via endovenosa, 0s
quais ficam armazenados em seringas descartaveis e em contato com o émbolo de

borracha.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar a contaminacado de infusdes

parenterais e medicamentos injetaveis por HPAs bem como a origem desta

contaminagéo.

2.1 Objetivos Especificos

AN

Adequacao da metodologia para determinagéo de HPAs.

Avaliacao da concentracdo de HPAs nas amostras de negro de fumo.
Avaliagdo da contaminacdo de amostras de borrachas provenientes de
embolos de seringas descartaveis e tampas de medicamentos.

Avaliacdo da contaminacdo de formulagdes farmacéuticas injetaveis

armazenadas em recipientes com tampas de borracha.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Nutricao Parenteral

A Nutricao Parenteral (PN) consiste na administracdo de todos os
nutrientes necessarios, via intravenosa ou intramuscular, a individuos que nao
podem consumir nutrientes via trato gastrointestinal. O conceito nutricdo parenteral
foi proposto por Dudrick em 1968 (FISCHER, 1978). Este tipo de nutricdo pode ser
realizado de forma total ou de forma parcial. PN parcial se aplica a individuos
capazes de se manter parcialmente por via oral, mas que necessitam de alguma
assisténcia e apoio através de outros meios. E prescrita a pacientes portadores de
diversas doencas complexas como cancer ou AIDS (HARRAKI et al. 1995) para
pacientes cirurgicos, pré e pds-operatdrio, e pacientes pediatricos.

Quando os individuos sao completamente incapazes de comer
normalmente e ndo podem se manter sob o ponto de vista nutricional, torna-se
necessaria a nutricdo parenteral total como modalidade terapéutica primaria.

A composicao basica do preparo parenteral é relativamente padronizada.
As misturas contém trés categorias de nutrientes: proteinas, na forma de
aminoacidos, acgucares, como a glicose e lipidios. Sao produzidas como solucdes
aquosas, hidrolizados protéicos e ainda como emulsdes.

As formulacdes parenterais tém sido objeto de numerosos estudos,
visando o melhoramento da esterilidade, apirogenicidade, o monitoramento de
contaminagdes, a normalizagdo da composicao e estabilidade, pois, apesar de todos
os cuidados, as técnicas envolvidas nao sao totalmente isentas de riscos, existindo
tanto o risco de contaminagdo microbioldgica, no momento da administragdo, como
também contaminacao quimica (PLUHATOR-MURTON,1999; LEUNG, 1995).
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A administracdo intravenosa fornece uma rota de dispersao rapida de
grandes quantidades de fluidos e medicamentos a todas as partes do corpo,
alcangcando um efeito terapéutico rapido. A velocidade de infusdo deve ser

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

3.1.1 Procedimento de esterilizacdo das solu¢des parenterais

Apesar do conceito de esterilizagcdo ndo ser novo, a responsabilidade
primaria da industria farmacéutica para esta questdo é recente e tem ocorrido
simultaneamente com o advento da produgcdo em massa de medicamentos pré-
preparados. Para produzir um medicamento estéril, os fabricantes devem levar em
consideracdo uma série de fatores, sistemas e técnicas.

Esterilidade é definida como auséncia completa de microorganismos. O
processo de esterilizacdo, contudo, pode ser definido probabilisticamente, devido a
ordem logaritmica da destruicdo microbiol6gica e a auséncia de métodos absolutos
para confirmacao de esterilidade (AVIS et al, 1986). Visto que a determinagédo de
esterilidade € vulneravel a erros e limitagdes nos sistemas usados para controle,
esterilidade € melhor definida como a auséncia total de microorganismos, dentro de
limites especificados de probabilidade.

A confianga da esterilidade de qualquer produto, material ou substancia é
dependente do método de esterilizagao utilizado. Os métodos de esterilizagdo mais
utilizados sao o calor umido, o calor seco, a irradiagdo ou o0 uso de agentes quimicos
como, por exemplo, o éxido de etileno, o formaldeido e o perdxido de hidrogénio.
Entretanto, deve-se considerar que cada processo de esterilizagdo tem suas
limitacdes especificas. Nao existe um método universal que possa ser aplicado a
todos os produtos, materiais e substancias. Os fatores determinantes na escolha do
método apropriado sdo: (a) sua compatibilidade com o produto, material ou
substancia a ser esterilizada; (b) a resisténcia da embalagem; (c) a penetracdo do
agente em areas remotas, que podem conter microorganismos; (d) um alto nivel de
atividade letal, resultando na necessidade de pequenas quantidades do agente
esterilizante; (e) baixo custo; (f) alto grau de seguranca 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 umido pode ser classificado como um agente fisico de
esterilizacdo. O vapor saturado tem um alto nivel de atividade letal, com a destruicao
de todos os tipos de microorganismos, incluindo esporos altamente resistentes, num
periodo de tempo de 15 minutos, a 121 °C. Seu custo é relativamente baixo,
comparado a outros agentes esterilizantes. As vantagens da esterilizagdo com vapor
saturado sdao a simplicidade, por requerer apenas monitoramento de tempo,
temperatura e pressado, e a velocidade. Uma das maiores desvantagens € sua
incompatibilidade com muitos materiais sensiveis ao calor.

O vapor saturado tem sido usado para esterilizacdo de numerosos
materiais, incluindo recipientes para solugbes parenterais aquosas ou meios
bacteriologicos, luvas cirargicas, tanques de fermentacdo, materiais de vidro e
instrumentos e utensilios de ago inoxidavel. A esterilizagdo é feita em batelada, em
uma autoclave.

O calor seco € geralmente aplicado a materiais tolerantes ao calor, por
exemplo, metais, vidros, gorduras e 6leos. O calor seco tem sido usado para destruir
ndo somente microorganismos, mas também pirogénios. E considerado um dos
métodos de esterilizagdo mais seguros. A temperatura e tempo tipicos sdo 160 °C e
60 minutos. O método é relativamente simples, porém é essencial que haja uma boa
circulacdo do calor sobre o produto a ser esterilizado. Estudos com relacdo a
resisténcia de alguns esporos mostram ser necessarios um tempo de até trés horas
para garantir a sua esterilidade (AVIS et al, 1986).

A radiacdo gama, proveniente da aceleracdo de elétrons e do °Co, é
outro método de esterilizacao utilizado. Este método tem excelente atividade letal e
alto nivel de penetragdo na maioria dos materiais, sendo esta dependente da fonte
de energia e do tipo de material. A esterilizacdo por radiagdo ndo € um método
universalmente aceito, mas tém sido aplicado mais a alimentos, itens médicos,
seringas plasticas e cosméticos. Raramente é utilizado para medicamentos, devido
aos danos que pode causar ao produto como, por exemplo, rompimento das
ligacbes quimicas e ainda devido ao alto custo inicial, bem como seguranca no
processo (AVIS et al, 1986).

O agente quimico mais utilizado para esterilizagdo é o éxido de etileno. E
altamente reativo, alquilante, toxico, inflamavel e explosivo e é empregado para

esterilizar, principalmente, materiais médicos. A destruicdo dos microorganismos é
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diretamente dependente da umidade, concentragdo de gas, temperatura e tempo de
exposicao (AVIS et al, 1986).

O método comumente usado para esterilizacdo de solugbes parenterais
armazenadas tanto em recipientes de vidro, como em embalagens plasticas, é a

esterilizagcao por calor umido (vapor saturado) (AVIS et al, 1986).

3.2 Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos

Os hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPAs) constituem uma familia
de compostos caracterizada por possuirem 2 ou mais anéis aromaticos
condensados. Estas substancias, bem como seus derivados nitrados e oxigenados,
tém ampla distribuicdo e sdo encontrados como constituintes de misturas complexas
em todos os compartimentos ambientais.

De maneira geral, tanto os HPAs quanto seus derivados estdo associados
ao aumento da incidéncia de diversos tipos de cancer no homem (NETTO, et al.
2000).

A elevada taxa de mortalidade (cerca de 6,5 milhdes de pessoas morrem
de cancer anualmente) e o fato de que os tratamentos para estas doencgas sao
dispendiosos, demorados e normalmente trazem muito sofrimento aos doentes,
expdem claramente os beneficios potenciais que o entendimento, a avaliacdo e o
controle da exposicdo humana a substdncias que possuam atividade
carcinogénica/mutagénica podem trazer, particularmente quando sabe-se que a
grande maioria dos canceres resulta de interagbes genéticas e ambientais, sendo as
causas externas (ambientais), em conjuncdo com fatores de suscetibilidade
adquirida, as mais importantes. No caso dos HPAs e seus derivados, isto é feito
geralmente através do monitoramento dos niveis ambientais desta substancias, do
conhecimento das suas vias de penetragdo no organismo, de seu metabolismo, bem
como da avaliagdo precoce de seus efeitos biologicos. Varios componentes deste
grupo sao capazes de reagir diretamente, ou apds sofrerem transformacdes
metabdlicas, com o DNA, tornado-se potenciais carcindgenos e eficientes
mutagenos (NETTO, et al. 2000).
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Dentre os hidrocarbonetos existem os que apresentam dois ou mais anéis
benzénicos e sdo denominados de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS).
Os HPAs séo classificados como apresentando nucleos isolados como as bifenilas e
nucleos 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 caracteristicas estruturais e propriedades muito
similares, sendo comum a existéncia de estruturas isoméricas. Muitas vezes certos
isbmeros sdo mais carcinogénicos ou mutagénicos do que outros (RIBEIRO, 2001).

As propriedades quimicas e fisico-quimicas dos HPAs sdo em grande
parte determinadas por seus sistemas de duplas conjugadas, que variam com o
namero de anéis e, portanto, com sua massa molecular (COSTA, 2001). Os HPAs
sdo compostos relativamente inertes e suas reagées mais comuns sdo as reagoes
de substituicao ou de adicao eletrofilica.

As reacoes de adicao destroem a aromaticidade do sistema conjugado,
diminuindo assim a estabilidade da molécula. Muitas vezes, elas sdo acompanhadas
por reacdes de eliminacdo, que regeneram o sistema aromatico e dao origem a um
produto final de substituicao (COSTA, 2001).

Os compostos aromaticos sao toxicos, porém alguns apresentam maior
toxicidade (GUILLEN & SOPELANA, 2003). Evidentemente a gravidade da
intoxicacao depende da natureza do composto aromatico, da quantidade ingerida ou
inalada e do tempo de exposicao a ele.

Os HPAs podem apresentar ainda em sua estrutura atomos de oxigénio e
nitrogénio, estas estruturas participam como misturas complexas e podem ser
identificadas em segmentos ambientais variados. Segundo Wania e Mackay (1996),
HPAs sao poluentes orgéanicos persistentes, ou seja, resistem a degradacao
ambiental. Devido a este fator os HPAs podem acumular-se no meio ambiente
atingindo concentragdes que podem prejudicar a saude, sendo 0 caso mais
conhecido o do Benzo(a)Pireno, presente na queima de combustivel fossil bem
como no tabaco do cigarro e que possui efeito carcinogénico comprovado, pois
interage diretamente no DNA das células provocando mutacbes e
consequentemente cancer (JUHASZ & NAIDU, 2000; SAMANTA et al.,, 2002;
BENGTSSON & ZERHOUNI, 2003;).
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MNomenclatura (IUPAC) Estrutura Momenclatura (IUPAC)  Estrulura
Maftaleno 7 Fluoranteno e
(4
I-metilnaftaleno . Pireno A
2-metilnaftaleno i Benzola)antraceno P
L, .J___\_. - ..'
Bifenil Y Criseno .
2,6-dimetilnaftaleno " Benzo(b)fluoranteno T
L) .
@@Ne)
Acenaftileno 1 Benzo(k)fluoranteno =
IO T
Acenafteno ] Benzoie)pireno P
L L |
2.3,5-trimetilnaftaleno chy Benzo(a)pireno (7 ':-;' =
Q@\: (@[ '
Fluoreno (7 'i '--;'-'.I Perileno =
- ' | |
)
Fenantreno Indeno] 1,2,3-cd]pirenc o
@@
Antraceno Dibenzo(af)antraceno :
T '.3_-\.,;.'.-_'
I_ __I. L
1-metil-fenantreno ta Benzo{ ghfperilenos (A7

Figura 1 — Férmula estrutural e nomenclatura de alguns hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos - HPAs (COSTA A.F., 2001).
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3.2.1 Aspectos Historicos

Considera-se como o inicio da quimica dos HPA o isolamento do
benzo(a)pireno (BaP) do carvédo, em 1931 e, subsequentemente, a sua sintese
no mesmo ano. A sua identificagdo como uma nova substancia quimica, em
1933, permitiu demonstrar que o BaP é um forte agente cancerigeno em animais
(COSTA, 2001).

As primeiras provas dos riscos ocupacionais e ambientais dos HPA
foram obtidas em 1922 pela demonstracdo de que extratos organicos de fuligem
eram cancerigenos em animais (Passey, 1922) e, também pela atividade
cancerigena do extrato de material particulado ambiental (Leiter, 1943).
Posteriormente, a atividade biolégica foi também observada em extratos de
material particulado ambiental coletados em Los Angeles (COSTA, 2001).

O BaP foi identificado em fuligem domeéstica e posteriormente em
material particulado ambiental. Em 1970 o BaP (e outros HPAs) foi caracterizado
como um agente cancerigeno de distribuigdo mundial, em ambientes respiraveis,
e como constituinte de aerossois urbanos (COSTA, 2001).

Nos anos 70 foi reconhecida a carcinogenicidade dos extratos de
particulas atmosféricas até entdo atribuida ao BaP e demonstrado que a
atividade cancerigena nao € somente devida a esta substancia mas, também, a
presenca de outras substancias orgéanicas ainda desconhecidas. Estas estao
presentes, também, no material organico policiclico (MPO) de fontes de emissao
primarias (COSTA, 2001).

Também nos anos 70 foi introduzido um método muito sensivel e
eficaz para a determinagdo da mutagenicidade de substancias quimicas, por
meio de bactérias do género 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 atengéo tem sido dada a avaliagdo de HPAs

em matrizes ambientais e biolégicas.
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3.2.2 Algumas fontes de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos

A introducao no meio ambiente dos HPAs pode ocorrer por fontes naturais
e antrépicas. Combustdo acidental em florestas, materiais organicos diversos e
combustiveis fésseis sédo considerados fontes naturais. As fontes antrépicas
(causadas pelo homem) incluem queima de combustivel féssil (industria petrolifera e
carvoeira), producdo de plasticos, 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 emissdo a queima de combustiveis fosseis,
principalmente em veiculos automotivos (MAZZERA et al., 1999; MASTRAL e
CALLEN, 2000; PISUPATI et al., 2000;). Vazamentos de petroleo tdo comuns
atualmente, apesar de provocarem grandes impactos ambientais localizados, nao
sd0 0s maiores responsaveis pela presenca destes hidrocarbonetos na
contaminacdo de ambientes. Segundo Apitz e colaboradores (1999), processos
industriais relacionados a combustiveis fésseis, sua exaustdo e escoamento ainda
depositam uma quantidade maior destes compostos no meio ambiente.

O petréleo constitui uma das fontes mais importantes de hidrocarbonetos.
O petréleo é um liquido oleoso, pouco denso (d=0,65 a 0,9 g/cm®) e ndo miscivel em
agua. Dependendo da regiao onde foi formado pode apresentar cor negra ou
avermelhada, sendo constituido por milhares de compostos organicos, com grande
predominancia de hidrocarbonetos diversos (ZAKARIA et al., 2002 e STOUT et al.,
2004).

Segundo Connell e colaboradores (1988) os principais contaminantes
organicos nocivos a saude que derivam principalmente do petréleo sao as bifenilas
policloradas (BPC); os hexaclorociclohexanos (HCH); os hexaclorobenzenos (HCB)
e o objeto de estudo do nosso trabalho, os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(HPA). Os HPA sao contaminantes organicos semivolateis e sdo encontrados no
petroleo com diferentes massas moleculares (BENLAHCEN et al., 1997; BISPO et
al., 1999; OLLIVON et al., 1999).

Outra fonte de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos é a hulha, também
conhecida como carvao mineral (SCHAUER et al, 1996; DIDYK et al., 2000), e o
xisto betuminoso (LOPEZ-RAMOS, 1979; MORENO GARCIA & FUNES, 1991),
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formado por rochas sedimentares organicas impregnadas de material oleoso (5 a
10%) semelhante ao petréleo. A combustdo natural ou provocada de material
organico como madeira, serragem e derivados por sua vez também liberam

quantidades significantes de HPA na atmosfera.

3.2.3 Abundéncia, caracteristicas fisico-quimicas e exposicado humana.

A exposicdo humana aos HPAs se da principalmente através da
contaminagdo ambiental. Estudos realizados na Inglaterra estimam que um total de
cerca de 54.000 toneladas destas substancias contaminam atualmente o ambiente
no territério do Reino Unido. Processos de combustdo de matéria organica seriam
responsaveis pela introducao de cerca de 1000 toneladas/ano, das quais os veiculos
motorizados responderiam por cerca de 80 toneladas/ano. Esta contribuicdo € mais
significativa (> 35%) nas grandes cidades, mas outros processos, como incéndios
em florestas, também podem emitir quantidades significativas de HPA para
atmosfera (NETTO, et al. 2000).

Os niveis de HPAs encontrados em amostras ambientais e biolégicas séo
mostrados da Tabela 1.

Tabela 1. Niveis de HPAs encontrados em amostras ambientais e biologicas.
(NETTO, et al. 2000).

Tipo de amostra Concentracao
Ar 1,3 2500 (ng m%
Solo 0,8 ng/Kg — 100mg Kg
Agua 2,5a500ngL"
Plantas <150 pg Kg™

Alimentos 0,1a 20 ug Kg™
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Em geral, as concentracbes ambientais de seus derivados nitrados e
oxigenados sao cerca de 100 a 1000 vezes inferiores aquelas dos correspondentes
HPAs. Algumas propriedades fisico-quimicas importantes para se entender o
comportamento ambiental e biolégico de representantes do grupo dos HPAs sao

mostradas na Tabela 2.

Tabela 2. Propriedades fisico-quimicas de alguns HPAs e NHPAs (NETTO, et al.
2000).

Peso Pressao de Log Constante Solubilidade
Substancia molecular vapor Kiosa) de em agua
(gmol™)  (Pa, 25°C) Henry (mg L™
(M. atm™)
Naftaleno 128 36,8 3,37 1,74 X 10° 31
Acenaftileno 152 4,14 4,00 3,39X10° 16,1
Fluoreno 166 0,71 4,18 3,18 X 10° 1,9
Fenantreno 178 0,113 4,57 1,31 X 10° 1,1
Antraceno 178 0,0778 4,54 1,60 X 10°® 0,045
Pireno 202 0,0119 5,18 3,72X 10" 0,132
Benzo(a)Pireno 252 2,13 X 10° 6,04 1,86 X 10° 0,0038
Benzo(g,h,i) 276 2,25 X 10® 6,5 3,03 X10° 0,00026
Perileno
Coroneno 300 1,98 X 107 6,75 1,72 X107 0,00014

Como podem ser observadas na Tabela 2, estas substancias sdo pouco
soluveis em agua e, em geral, sua solubilidade diminui com o aumento do numero
de anéis. HPAs apresentam também, coeficientes de particdo octanol/agua
superiores a 1000, demonstrando grande afinidade lipofilica que aumenta com o

nimero de anéis aromaticos 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 sao
mais volateis e apresentam maiores pressdes de vapor que os mais pesados. O
mesmo € observado com os valores da constante de Henry que diminui com o
aumento do peso molecular destas substancias (NETTO, et al. 2000).

Como conseqiéncia destas propriedades, na atmosfera, estas
substancias podem ser encontradas tanto na fase gasosa quanto adsorvidas no
material particulado. A concentracdo de cada componente em ambas as fases €
funcdo de sua volatilidade e de sua afinidade pelas superficies das particulas
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 sao relativamente elevadas e indicam que sua degradacao
é lenta (NETTO, et al. 2000).

Em virtude de suas propriedades fisico-quimicas e da grande distribuicao
ambiental, o risco de contaminagcdo humana por estas substancias é significativo. De
fato, devido ao seu carater lipofilico, HPAs e seus derivados podem ser absorvidos
pela pele, por ingestdo ou por inalagdo, sendo rapidamente distribuidos pelo
organismo.

A quantidade absorvida por inalacdo varia de acordo com o grau de
contaminacdo atmosférico, que esta diretamente relacionado com a urbanizacéo,
trafego de veiculos automotores (principalmente motores diesel) e com o tipo e a
industrializacdo da area. Em ambientes fechados, a fumaca de cigarro € as fontes de
aquecimento podem contribuir para o aumento dos niveis ambientais de HPAs.
Alguns processos industriais (Tabela 3) também contribuem significativamente para

0 aumento da concentracao atmosférica destas substancias.



Revisgo Bibliografica 37

Tabela 3. Evidéncias de carcinogenicidade e mutagenicidade de alguns processos

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

Processos/Misturas

Evidéncias
epidemioldgicas

Evidéncias

Experimentais

Classificacao
pelo IARC; grupo

Producéo de aluminio
Gaseificagdo de carvao
Producéo de coque

Producao de eletrodos

de carbono
Betumes (extratos)
Negro de carvéo

Exaustao de motores a

diesel

Exaustao de motores a

gasolina

Oleos minerais (ndo ou

pouco tratados)
Oleo de xisto

Fuligem

Suficientes

Suficientes

Suficientes

Suficientes

Inadequadas

Limitadas

Inadequadas

Suficientes

Suficientes

Suficientes

Suficientes

Suficientes

Suficientes

Suficientes

Suficientes

Suficientes

2B

2B

2A

2B

1

1 — O agente é carcinogénico para humanos.; 2A — O agente é provavelmente carcinogénico para

humanos.; 2B — O agente é possivelmente carcinogénico para humanos.

A absorcdo dérmica é bastante importante em algumas atividades

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

organismo.
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Os alimentos sao considerados outra importante fonte de exposicéo
humana, tanto devido a formacdo de HPAs durante o cozimento, quanto devido a
deposicao atmosférica sobre graos, vegetais e frutas.

Estudos realizados com pessoas nao fumantes e nao ocupacionalmente
expostas estimam uma ingestdo diaria de cerca de 3,12 pg 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, responsaveis por cerca de 96% desta ingestdo. O restante é
absorvido diretamente do ar (1,6%), da dgua (0,2%) e do solo (0,4%). Fumantes que
consomem 1 mago de cigarros sem filtro por dia podem ingerir um adicional entre 1
a5 ug (NETTO, et al. 2000).

Quando absorvidos diretamente da fase gasosa, os HPAs séo
rapidamente metabolizados e eliminados pelo organismo (o BaP, por exemplo, é
metabolizado em cerca de 1 hora). Entretanto, quando estdo associados a particulas
respiraveis, esta eliminacdo € bem mais demorada podendo levar semanas. Por
serem rapidamente metabolizados nos tecidos corpéreos, a bioacumulacdo nao é
observada, mesmo nos tecidos ricos em gorduras. As maiores rotas de eliminagao

destas substancias apds metabolismo hepatico, sdo as fezes e a urina.

3.2.4 Genotoxicidade (mutagenicidade e carcinogenicidade) dos HPAs e seus

derivados.

O primeiro indicio de carcinogenicidade quimica de produtos de
combustdo orgéanica foi publicado em 1775, quando foi observada uma maior
incidéncia de céanceres em limpadores de chaminés. Muitos anos depois desta
publicacdo esta atividade carcinogénica foi atribuida a presenca de Benzo(a)Pireno
(BaP) nas amostras.

Posteriormente foi comprovado experimentalmente que a presenga do
BaP, por si s6, ndo justificava toda a atividade carcinogénica observada nestas
amostras, sendo este “excesso de carcinogenicidade”, atribuido a presenga conjunta

de outros membros da familia 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 carcinogénicos, genotoxicos e mutagénicos 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 disponiveis para a comprovacao do efeito: S = suficientes; | = insuficientes; L = limitados; N =

nao carcinogénico. Genotoxicidade foi avaliada através dos testes de deterioragao do DNA;
aberragao cromossémica, mutagenicidade. Mutagenicidade (teste de Ames): + (positivo); - (negativo);

? (inconclusivo)

by

Estudos posteriores conduziram a identificacdo de varios processos
industriais e misturas complexas dotados de potencial mutagénico e/ou
carcinogénico atribuidos a presenca destas substancias. Alguns destes processos e
misturas sdo mostrados na Tabela 3.

3.2.5 HPAs em alimentos

A presenca de HPAs em alimentos deve-se principalmente a sua formacgao
durante certos tipos de processamentos como defumacédo, torrefacdo e secagem
direta com madeira, a poluicdo do ar e da agua, além de sua presenga em solos
terrestres e marinhos (WHO, 1998). Existem muitos estudos sobre a ocorréncia de
HPAs em diversos tipos de alimentos, incluindo o6leos vegetais, margarinas,

maionese, produtos lacteos, frutas, vegetais, produtos defumados, chas, café,
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cereais, agua, alimentos de origem marinha, alimentos grelhados entre outros
(GRIMMER & BOHNKE, 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 Oleos vegetais, a presenca desses compostos é atribuida a
etapa de secagem dos graos, sendo a secagem a lenha a técnica que mais contribui
para a formacdo dos compostos e sua presenga no produto final. Embora a
desodorizagdo reduza os teores de HPAs, seu efeito ndo é substancial, sendo
necessario o controle do 6leo bruto ou a utilizagdo de carvao ativo para remogao dos
HPAs (DENNIS et al., 1991; CAMARGO & TOLEDO, 1998).

A ocorréncia de HPAs em frutas e vegetais se deve principalmente a
poluicdo ambiental. Neste caso, o material particulado se deposita na superficie
destes, onde sdo concentrados pela camada de cera através de adsorgao superficial
(WHO, 1998; CAMARGO & TOLEDO, 2002c). O nivel de contaminacao depende da
localizagcdo da plantacdo e da area de superficie do alimento exposta a
contaminacdo. As plantagdes situadas préximas a rodovias dao origem a produtos
com maiores teores de HPAs (CAMARGO & TOLEDO, 2002a).

A contaminacdo de cereais se da de maneira analoga a de frutas e
vegetais, sendo a area de cultivo um fator muito importante. Outra via de
contaminacdo dos graos € a secagem dos mesmos pela aplicacdo de gases de
combustdo, com os teores de HPAs variando em funcdo do tipo de combustivel
utilizado e das condigdes de sua queima (CAMARGO & TOLEDO, 2002b).

Em produtos defumados os HPAs sdo formados pela queima da madeira
utilizada no processo. A maior concentragdo de HPAs nesses produtos se da
imediatamente apds a defumacado, apdés o que a concentragdo diminui devido a
decomposicao na presencga de luz e a interagdo com outros compostos. Os HPAs
podem penetrar no alimento, onde ficam protegidos da luz e do oxigénio; depois de
algum tempo, a concentragéo se estabiliza em um valor constante (SIMKO, 2002).

A contaminagcdo do café ocorre no processo de torrefagcdo dos graos.
Quando se prepara a bebida no modo tradicional (café coado em processo direto),

20 a 30% dos HPAs presentes no pé de café sdo extraidos para a bebida;
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entretanto, quando o pé de café é fervido juntamente com a agua antes da filtracao,
forma-se um complexo HPA-cafeina que facilita a passagem dos hidrocarbonetos
para a bebida, resultando em um café com maiores niveis de HPAs (KRUIJF et al.,
1987; CAMARGO & TOLEDO, 2002b).

O cha geralmente apresenta niveis superiores de HPAs em relagdo ao
café torrado; no entanto, apenas uma pequena quantidade € transferida para a
bebida durante a infusdo. A contaminag&o do cha se da devido a poluicdo ambiental
aliada a secagem direta das folhas de cha (CAMARGO & TOLEDO, 2002b;
CAMARGO & TOLEDO, 2002c).

A presenca de HPAs nos produtos de origem marinha se deve
principalmente a contaminagdo ambiental que ocorre através de derramamento ou
vazamento de 6leo, efluentes industriais, ou de deposicdo de HPAs da atmosfera.
Esses compostos sdo absorvidos e acumulados por organismos marinhos. Em geral,
0s peixes apresentam maior capacidade de metabolizar os HPAs, apresentando
menor acumulo nos tecidos. Os moluscos, por sua vez, tendem a apresentar
maiores niveis de HPAs pois sdo incapazes de metaboliza-los e excreta-los
(PHILLIPS, 1999; CAMARGO & TOLEDO, 2002c).

Quando alimentos sdo preparados em contato com a chama, como
acontece com as carnes de churrasco, a gordura da carne pinga sobre o fogo, sofre
pirélise e entdo retorna a carne na forma de fumaca, 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 niveis de benzo(a)pireno disponiveis na

literatura para alguns tipos de alimentos.
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Tabela 5. Niveis de Benzo(a)Pireno (BaP) reportados na literatura para
alguns alimentos (CAMARGO & TOLEDO, 2002).

Alimento BaP (ug Kg™)
Alimentos defumados nd — 66,90
Alface 0,1-31,7
Oleo de oliva nd — 164,4
Oleo de soja nd — 42,90
Oleo de milho nd - 8,0
Oleo de girassol 1,51 - 58,9
Peixes e frutos do mar < 0,005 -4,54

3.2.6 Alguns métodos de extragdo de HPAs

A escolha do método para a extragdo depende principalmente da matriz
da amostra. Oleos e gorduras se dissolvem facilmente em solventes apolares,
podendo ser submetidos diretamente a uma particdo liquido-liquido (LARSSON,
1986). Alimentos com alto teor de proteinas necessitam de uma etapa prévia de
saponificacdo, que pode aumentar em até 60% a quantidade de HPAs extraidos
dessas matrizes (GRIMMER & BOHNKE, 1975).

Muitos autores baseiam os seus métodos de extragdo naquele proposto
por Grimmer e Bohnke (1975) que envolve as etapas de saponificacdo, extracao
com cicloexano, particao liquido-liquido com N,N-dimetilformamida-agua (9:1, v/v) e
limpeza em coluna de vidro empacotada com silica-gel. Adaptacées do método
original tém sido utilizadas para determinacdo 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 extragao de
HPA em sélidos, dentre elas a extracao por microondas, soxhlet, ultra-som e fluidos
supercriticos, contudo Bouloubassi & Saliot, (1991) utilizam o método de agitagéo
mecanica para suas extragcdes em solo seco. Com relacdo a algumas destas
técnicas citadas na literatura podemos observar também resultados satisfatorios 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
extracdo 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 extracdo por microondas. Todos os métodos descritos sdo amplamente
utilizados para extracdo de HPA em solos e outros materiais sélidos encontrados no
meio ambiente. Os métodos citados também foram descritos como sendo muito
eficientes na recuperacao de HPA em solos por ISO (1995) e Song e colaboradores
(1995) Contudo, extracdes utilizando diferentes métodos feitos por Sun (2004)
demonstraram que o peso molecular dos HPA pode influenciar na eficiéncia destes
métodos.

Com relacdo aos solventes utilizados nos métodos descritos, segundo
Jonker & Koelmans (2002) o mais utilizado nas extracdes de sélidos é o
diclorometano. A utilizagdo de mistura de solventes com proporgdes fixas também é
muito utilizada.

Varios trabalhos vem sendo desenvolvidos com o objetivo de aprimorar as
técnicas de extragdo e com isto conseguir uma recuperagcao maior destes poluentes.
Recentemente Sun e colaboradores (2005), utilizando diclorometano como solvente,
compararam as técnicas de extracao por ultra-som e soxhlet tradicional chegando a
resultados que identificava o soxhlet como o método mais eficiente.

Para a técnica de extracdo em soxhlet, Besombes e colaboradores (2001)
obtiveram bons resultados analisando a concentragdo das particulas de HPAs no ar
atmosférico coletadas nos arredores de um incinerador municipal na Franca.
Besombes utilizou uma mistura de solventes com diclorometano e ciclohexano na

proporcao de 2/1 respectivamente e tempo de extragdo de trés horas. Os solventes
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entdo foram evaporados e reduzidos a 2 mL, conseguindo assim detectar 11 HPA
com estimativa de erro entre 7% e 34% dependendo do HPA.

Korenkova, (2005) também utilizando amostras de cinzas extraiu HPAs,
fazendo uso da técnica de ultra-som. Pesando 5g de amostra e misturando ao sélido
10 mL de acetonitrila com tempos de sonicacao diferentes 1, 2 e 4h. A mistura foi
resfriada e centrifugada a 4000 rpm por 10 min. O sobrenadante foi filtrado e
reduzido com nitrogénio para 1mL. Os resultados obtidos foram satisfatorios,
contudo Korenkova conclui que mais estudos deveriam ser feitos utilizando novas
misturas de solventes.

Song e colaboradores (2002) realizaram um estudo comparando métodos
de extracdo para determinar a contaminagdo de solos e sedimento por HPA. Os
métodos comparados foram dois por agitacdo; o alemdo VDLUFA (Verband
Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs und Forschungsanstalten) utilizando
uma mistura de agua (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 petréleo. Foram utilizados 20g de amostras para ambos
os métodos. Song e colaboradores utilizaram também a técnica de extracdo por
ultrasom com 25mL de diclorometano para amostras de solo seco sonicadas por
duas horas a 35°C e por fim utilizou para comparagdo 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
extracao de 4-8 h.

Verificou-se, contudo que para amostras com baixo nivel de contaminagéao
ndo houve diferencas significativas na comparagdo entre a eficiéncia de extracao
dos métodos descritos, mas para amostras com alto nivel de contaminagédo a
eficiéncia de extragdo decresce segundo a ordem: agitacdo VDLUFA > agitacédo
(ISO A) > ultrasom > soxhlet (ISO B).
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3.3 Determinacao cromatografica

Dentre os métodos mais utilizados na determinacao de hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos estdo a cromatografia gasosa (GC) e a cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC), ambas associadas a diversos tipos de detectores que
auxiliam na identificagcdo destes compostos (COLLINS et al., 1995). De um modo
geral estes tipos de cromatografia sdo aplicaveis a separagédo e analise de misturas
cujos constituintes sejam volateis com pontos de ebulicdo de até 300 °C e que sejam
termicamente estaveis (VOLLHARDT & SCHORE, 2004).

Existem dois tipos de cromatografia gasosa: cromatografia Gas — Sélido
(CGS) e cromatografia Gas - Liquida (CGL). A cromatografia Gés - Sélido se baseia
na fase soélida estaciondria, na qual a retencdo das substancias analisaveis é a
consequéncia da adsorcao fisica. A cromatografia Gas -Liquido € util para separar
ions ou moléculas dissolvidas em um solvente. A cromatografia basicamente é uma
separacao de misturas por interacao diferencial dos seus componentes entre uma
fase estacionaria (liquido ou soélido) e uma fase mével (liquido ou gas). Na
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) a fase moével é liquida e na
cromatografia gasosa (GC) a fase movel é gasosa, contudo para a GC sua fase
estacionaria pode ser sélida (cromatografia gas-sélido; CGS) ou liquida
(cromatografia gas-liquido; CGL), (BROWN et al., 2005).

A identificacdo de um hidrocarboneto policiclico aromatico — HPA por
cromatografia pode ser confirmada também através da analise das caracteristicas
fisico-quimicas do composto.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de fluorescéncia
tem sido amplamente utilizada na determinagcdo 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-DAVINA, 2005). Esta técnica apresenta
inUmeras vantagens sobre as outras, principalmente na determinagéo simultédnea de
varios HPAs. Entre as vantagens obtidas sdo citadas: sensibilidade, alta

especificidade do detector de fluorescéncia, determinagdo dos HPAs de alta massa
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molar que apresentam baixa volatilidade e limite de detecgdo na ordem de ng kg
(BARTLE, 1991; WHO, 1998).

Um Unico detector pode fornecer confirmacédo de identidade através da
razdo entre as fluorescéncias em cromatografia liquida de alta eficiéncia (SCOTT
1991). O espectro de fluorescéncia do analito deve possuir comprimentos de onda
suficientemente distintos e significativos onde ocorrem maximos ou minimos de
fluorescéncia. O padrdao e o analito devem ser analisados no mesmo sistema
cromatografico.

Em seu trabalho de comparagado da eficiéncia de trés diferentes técnicas
de extragdo, agitagdo, ultra-som e soxhlet, Song e colaboradores (2002) utilizaram o
detector de fluorescéncia para quantificar 16 HPA com base no tempo de retengéao
obtendo assim bons resultados para a extragdo de HPA em solo seco e sedimentos
contaminados.

Entre as colunas, a de fase reversa (C18) polimérica tem se mostrado
muito eficiente na separacdao dos HPAs. Estudos realizados com 16 HPAs mostram
que a coluna C18 polimérica separa todos 0s compostos, enquanto que na
monomérica os pares de isdbmeros criseno e benzo(a)antraceno, benzo(ghi)pirileno e
indeno(1,2,3-cd)pireno, benzo(b)fluoranteno e benzo(k)fluoranteno ndo sao bem
resolvidos (WISE et al., 1993). A fase moével utilizada é normalmente uma mistura de
acetonitrila ou metanol com agua (LAWRENCE & WEBER, 1984; KICINSKI et al.,
1989; BARTLE, 1991; CHEN et al., 1996)

3.4 Validacao de métodos

A validagdo de um método analitico consiste na avaliagdo da capacidade
do processo analitico em produzir resultados compativeis com a precisdo e exatidao
consideradas na pratica como satisfatorias. A variabilidade associada a um método
analitico deve levar em consideracao todas as incertezas do processo analitico,
incluindo aquelas atribuidas aos equipamentos, solugcdes de referéncia, calibracoes,
ao analista e ao ambiente. E, também, parte integral de qualquer documentacédo
submetida as agéncias governamentais de regulamentacdo da Comunidade

Européia, Japao, EUA e outros paises, quando se pretende o registro de métodos
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usados para a quantificacdo de produtos como farmacos em fluidos biolégicos
(RIBANI et al., 2004).

Referindo-se a um método que emprega técnicas cromatograficas, a
validagcéo pode ser considerada como a soma de diferentes etapas de validagédo a
serem incluidas no processo analitico. Em geral a validagdo do método envolve a
execucgao e a interpretacdo de uma série de experimentos planejados a fim de se
avaliar suas caracteristicas. Desta forma, todas as variaveis de um método devem
ser consideradas, tais como: procedimento de amostragem, preparacao da amostra,
separagdo cromatografica, detecgdo e avaliagdo dos dados (CDER, 2009; HILL,
1999).

Geralmente os parametros envolvidos no procedimento de validacdo de
métodos analiticos s&o: curva analitica, linearidade, seletividade, exatiddo
(recuperagao), precisao (repetitividade e precisao intermediéria), limite de deteccao
e limite de quantificagdo (INMETRO, 2003).

3.4.1 Curva analitica

A obtencao da curva analitica € um dos estagios fundamentais na andlise
quimica. E o método de quantificagdo mais freqlientemente utilizado e consiste na
determinacdo da resposta de determinado instrumento as varias concentracoes da
substancia em estudo. Para a maioria das técnicas analiticas cromatograficas, uma
relacdo linear é observada entre a resposta do detector (y) que medida em altura ou
area do pico e a concentragdo (x) do composto em estudo. A equagao de regressao
linear y = ax + b, relaciona as duas variaveis, onde a correspondente a inclinagao da
reta e b corresponde a intersecdo da curva analitica (PIMENTEL et al., 1996;
RIBANI et al., 2004).
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3.4.2 Linearidade

Linearidade de um método analitico é a capacidade de gerar resultados
proporcionais a concentracao da espécie em analise, na qual é possivel relacionar o
valor de uma variavel dependente (y), que é a resposta do detector, através do
conhecimento da concentracdo que € a variavel independente (x) (CHASIN et al.,
1998; ETTRE, 1993).

A linearidade é determinada através da analise de uma série de
solugbes analiticas, de diferentes concentragdes, variando estas de acordo com a
finalidade da analise.

Para verificar se os pontos encontram-se dentro da regido linear da curva
utiliza-se o teste da razdo entre o sinal (S) e a concentragdo (Q), definida pela

equacéao 1:

S —b

(S/Q),-%=( J 100/a (1)

i
Onde: b = coeficiente linear; a = coeficiente angular

Os valores de S e Q sao obtidos na construcao da curva analitica, através
dos parametros de area ou altura do pico e concentracdo do analito (ETTRE, 1993).

Na auséncia de erros indeterminados, isto &, com r® = 1, e dentro da faixa
linear, pode-se provar que (S/Q); = a para todos os pares de valores experimentais
usados para construir a curva. Na presenca de erros indeterminados (r? < 1), que é o
que ocorre na pratica, e dentro da faixa linear, (S/Q); = a. Se (S/Q); << a ou (S/Q); >>
a, entdo o resultado pode ser assumido como fora da faixa linear. Conforme normas
da IUPAC sao considerados dentro da faixa linear, os pontos cujas razdes
sinal/concentracdo nao ultrapassam mais de 5% do coeficiente angular da reta
(ETTRE, 1993).
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3.4.3 Ruido

O ruido é a flutuacdo da linha base do cromatograma, é indicado pela
amplitude maxima do ruido, nédo relacionado a nenhum composto detectado. Com o
tempo, tém-se mudanga no ruido e consequentemente o Limite de Detecgéao (LOD,
do inglés Limit of Detection) e o Limite de Quantificagao (LOQ, do inglés Limit of
Quantitation). Desta forma, os instrumentos devem ser averiguados rotineiramente e
os dados reportados de acordo com a variagdo em cada aquisicao de dados.

3.4.4 Limite de deteccao e limite de quantificacdo

A sensibilidade de um procedimento analitco como um todo é
normalmente definida em termos de LOD e LOQ.

O LOD é a menor concentracao de analito detectada pelo procedimento
em estudo e geralmente expresso em unidades de concentracdo (FRANCOTTE,
1996).

O LOQ é a menor concentracao do analito que pode ser determinada com
precisdo e exatiddo aceitdveis nas condicdes experimentais e € geralmente,
expresso em unidades de concentragao.

Para determinar o LOD foi considerada a concentracdo cujo sinal
cromatografico obtido foi trés vezes maior, em relagdo ao ruido da linha base, no
tempo de retencao dos picos de interesse. Para determinar o LOQ foi considerada a
concentracdo cujo sinal cromatografico obtido foi dez vezes maior, em relacédo ao
sinal do ruido da linha base, no tempo de retencéo dos picos de interesse. A Figura
2 mostra de forma representativa como sao obtidos o LOD, o LOQ e o ruido da linha
base.
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Figura 2. Representagdo demonstrando o ruido da linha base, o LOD e o LOQ.
(BECKER, 2006).

3.4.5 Recuperacgéao

A recuperacdo (R) avalia a eficiéncia do procedimento de extragdo do
analito de amostras fortificadas. A recuperacdo, geralmente, é dependente da
concentracgao, por isso, deve ser avaliada na faixa de concentragdo esperada para a
amostra.

A recuperagdo é calculada através da equacédo (2) e € expressa em

porcentagem.

Cl _Cz

R% = 100 )

Onde:
C+ = concentragao determinada na amostra adicionada,
C» = concentragao determinada na amostra ndo adicionada,

Cs3 = concentragao adicionada.
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3.4.6 Precisao

O valor numérico usado para avaliar a precisdo, em termos de RSD, pode
ser calculado através da equacéao 3

RSD = x100 (3)
X

Onde:

s = estimativa do desvio padréo absoluto = {X(xi - Xm)®/ N - 1}2;
x; = valores individuais;

Xm = média de uma série de medidas;

N = nimero de medidas.

A precisdo em validagdo de métodos é considerada em trés niveis
diferentes: repetitividade, precisdo intermediaria e reprodutibilidade (INMETRO,
2003; FRANCOTE et al., 1996; RIBANI et al., 2004).

- Repetitividade é o grau de concordancia entre os resultados de medicoes
sucessivas de um mesmo método, efetuadas sob as mesmas condigcdes de
medicdo, chamadas de condi¢des de repetitividade: mesmo procedimento, mesmo
analista, mesmo instrumento, usado sob as mesmas condi¢gdes, mesmo local e
repeticdes em curto intervalo de tempo (FRANCOTE et al, 1996; RIBANI et al.,
2004). O termo repetitividade é adotado pelo Vocabuladrio 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 varias
medicdes da mesma amostra, em diferentes preparacdes e deve ser expressa
através da estimativa do desvio padrao relativo (RSD, do inglés Relative Standard
Deviation).

- Precisdo intermediaria refere-se a precisdo avaliada sobre a mesma
amostra, utilizando o mesmo método, no mesmo laboratério ou em laboratérios
diferentes, mas definindo exatamente quais as condicbes a variar (uma ou mais).
Esta indica o efeito das variagbes dentro do laboratério devido a eventos como:

diferentes analistas, diferentes equipamentos, diferentes tempos ou uma
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combinagcao destes fatores (ICH, 1995). Esta medida de precisdo € reconhecida
como a mais representativa da variabilidade dos resultados em um laboratério, como
tal, mais aconselhavel de usar (INMETRO, 2003). E considerado um excelente
resultado quando o RSD é menor que 5% (CAUSON, 1998; RIBANI et al., 2004).

O numero de ensaios para avaliar a precisdo intermedidria segue a
mesma recomendacdo da medida de repetitividade que, segundo a ICH é de no
minimo nove determinagdes cobrindo o limite especificado do procedimento (ex.:
trés niveis, trés repeticdes cada uma) (RIBANI et al., 2004).

- Reprodutibilidade € o grau de concordancia entre os resultados das
medicbes de um mesmo mensurando, efetuadas sob condigbes variadas de
medicdo (mudanca de operador, local, equipamentos, etc.). A reprodutibilidade
refere-se aos resultados dos estudos de colaboragdo entre os laboratérios e deve
ser considerada em condigdes como a padronizacao de procedimentos analiticos a
serem incluidos, por exemplo, em farmacopéias, procedimentos do Codex
Alimentarius, etc. (RIBANI et al., 2004). A IUPAC nao aconselha tirar conclusdes
com menos de 5 laboratérios e recomenda 8 laboratérios em seu guia atual
(THOMPSON et al., 2002).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Instrumentacao

4.1.1 Equipamentos e materiais

v Cromatografo Liquido Dionex DX-300 (Sunnyvale, USA) com sistema de eluicao
por gradiente;

v" Detector de Fluorescéncia HP 1100, Agilent Tecnologies (Palo Alto, EUA);

v" Detector Espectrofotométrico UV — Visivel SPD-10 AV (Shimatzu);

v Coluna analitica C18 Supercolsil (150 x 4,6 mm de d.i.; 5 um) Knauer (Berlin,
Alemanha);

v' Integrador para aquisigcdo dos dados Shimatzu C-R6A Chromatopac;

v/ Bomba peristaltica ICP Ismatec (Glattbrugg-Zirich, Suiga).

v’ Balanga Analitica (Sartorius) com quatro casas decimais de precisao;

v' Sistema de purificagao de agua Milli — Q Millipore (18,2 MQ cm);

v" Ultra-som (Thornton) poténcia 200 W’

v’ Agitador Vortéx;

v Micropipetadores automaticos de volumes variaveis (10-100 pL; 100-1000 pL —
Digipet).

v" Autoclave vertical Phoenix AV 50 N 6281.
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4.2 Reagentes e Solventes

v Padrées 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);

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

v Acetona p.a. (Vetec, Brasil);

v Metanol grau HPLC (Merck);

v" Diclorometano (E.M. Science);

v Hexano (Merck);

v" Tolueno (Merck);

v' Poliestireno 20-60 mesh (Aldrich) — utilizados na confecgdo de colunas de

separagao e pré-concentracao dos analitos.

4.3 Descontaminacao do material

Para garantir superficies livres de contaminagdo inorganica, a vidraria
utilizada para o preparo e o armazenamento das solugbes utilizadas no presente
estudo foi deixada no minimo 24 horas antes do uso em solucao aquosa de HNO3 1
% (v/v). Posteriormente, o material foi lavado com agua ultrapura em abundancia

antes do uso.

4.4 Preparo das solucoes analiticas

As solugcbes analiticas estoques foram preparadas individualmente
através da dissolucao dos respectivos padrdes analiticos em acetona.
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Na tabela 6 estdo os 12 HPAs selecionados para este estudo, onde estao

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

preparo das solugdes analiticas estoques, a concentracdo e o volume final da

solucéo.

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

para o preparo das solugbes analiticas estoque, concentragéao e volume final.

HPAs Fornecedores Massa Massa Vol. Concentracao
molecular @) (mL) (gL")
(g mol )
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- Sigma-Aldrich 276,0 0,02 10 2,00
c,d)Pireno
Naftaleno Sigma-Aldrich 128,0 1,600 25 64,00
Pireno Sigma-Aldrich 202,0 2,525 25 101,00

As solugbes foram armazenadas em frascos de vidro e estocadas a

temperatura de —15 °C. A partir destas solu¢des estoque, foram preparadas as

solugdes de trabalho, descritas na Tabela 7.
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Tabela 7. Volume de solucdo estoque pipetado, volume final e concentragdo das

solucdes trabalho de cada analito.

HPAs Abreviacao Volume Volume Concentracao
para os HPAs pipetado (uL) (mL) (mg L")

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 solugdes de trabalho foram utilizadas para os ensaios de fortificagéo, e
também para preparar as solucdes analiticas, através da sua diluicdo. Para a
obtencdo das curvas analiticas, diferentes diluicbes das solugbes trabalho foram
realizadas a fim de se obter diferentes niveis de concentragédo (Tabela 8).
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Tabela 8. Concentracdo em mg L™ de cada HPA em estudo, presente nas 5 solucdes

utilizadas para a obtencao das curvas analiticas.

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 solugdes analiticas 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
sensiveis a deteccdo ultravioleta e sensiveis a deteccao fluorimétrica cada um dos

padrdes foi injetado separadamente. Sendo assim, os HPAs foram divididos em dois
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grupos; sensiveis a deteccdo ultravioleta: Acetonaftiieno, Bromonaftaleno,
Fenantreno, Fluoreno e Naftaleno; e os sensiveis a deteccao 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 cromatografico (figura 3) constituiu-se de uma coluna analitica
C18 Supercolsil (150 x 4,6 mm de d.i. 5 um), onde para o sistema de deteccao
ultravioleta esteve equipado com detector espectrofotométrico UV-visivel (Shimadzu)
ajustado em 254 nm (Anexo A). Ja para o sistema de detecgao fluorimétrica esteve
equipado com detector de Fluorescéncia (Agilent Tecnologies) ajustado em 340 nm
para excitacao e 425 nm para emissao (Anexo A). O volume da alga de injecéo foi de
10 pL. O registro do sinal foi feito através do acoplamento de um integrador
Shimatzu C-R6A (Chromatopac) ao detector, para aquisicdo dos dados, integracéo e

registro.

Descarte.

JiL

Registro

Coluna C18 (150 x 4,6 mm)

valvuala
irjetora

Figura 3. Sistema HPLC para determinagdo dos HPAs — Deteccdo UV com o uso
de acetonitrila e agua como eluentes e fluxo de 1,0 mL/min, A = 254 nm. Deteccgao
Fluorimétrica com o uso de acetonitrila e agua como eluente e fluxo de 1,3 mL/min,
Aexc = 340 nm, Aem = 425 nm.
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4.6 Parametros de otimizacao do sistema HPLC

4.6.1 Avaliacao da separagao cromatografica

Inicialmente o método 5506 (Apéndice 1) proposto pelo National Institute
for Occupational Safety and Health (NIOSH) com eluigéo isocratica foi utilizado, para
verificar o tempo de retencdo dos HPAs em estudo utilizando acetonitrila:agua 70:30
como fase médvel, bem como para verificar a separacdo dos mesmos. Para este
teste foram injetados 10 puL de todos os padrdes analiticos individualmente no
sistema HPLC com coluna de fase reversa C18, com a vazdo de 1,0 mL min .

Cada composto foi identificado individualmente, avaliando-se primeiro a
solucao analitica contendo cada HPA separadamente. Todas as injecoes foram sob
as mesmas condi¢gbes cromatograficas, observando-se e confirmando-se o tempo de

retencao de cada composto.

4.6.2 Gradiente para a eluicdo e separacdo dos compostos por deteccao

fluorimétrica e UV na coluna de fase reversa.

O modo de eluicao isocratica apresentou longo tempo de andlise (80 min)
e baixa resolugcdo. Para que houvesse uma eficiente eluicdo dos compostos em
estudo, e para evitar efeito memoéria na coluna C18, testaram-se diferentes
gradientes (Tabela 9).

O gradiente 1 (figura 4a) foi utilizado para diminuir o tempo de analise e
melhorar a sensibilidade do método. Este gradiente apresentou boa separagao dos
compostos, no entanto o tempo de anélise de 45 minutos pode ser reduzido.
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Tabela 9. Gradientes testados para a eluicao dos HPAs para deteccao fluorimétrica

Tempo (min) Acetonitrila:Agua (A) Acetonitrila (B)

70:30 (%) (%)

0 30 70

Gradiente 1 15,0 30 70
45 - 100

0 30 70

Gradiente 2 7 30 70
19 - 100

26 - 100

Para melhorar o tempo total de andlise utilizou-se o gradiente 2 (figura
4b), sendo que a separacao utilizando estas condi¢gdes mostrou-se satisfatoria, com
picos bem separados, apresentando menor tempo de analise.

100 a 100 b
80 | 80 1

o %w

20 Su

"”207 mg()‘
0 ‘ ‘ ‘ 4 0

0 10 2 30 40 50 0

Tempo de eluicao (min)

5 10 15 20 25

Tempo de eluigéo (min)

Eluente A =l=Elyente B Eluente A <B=Eluente B

Figura 4. Gradientes para a eluicdo e separacao dos HPAs sensiveis por deteccao

fluorimétrica, fluxo 1,3 mL min™ — (a) Gradiente 1 e (b) Gradiente 2.
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O mesmo método utilizado inicialmente para a separagao dos analitos no
modo de deteccao fluorimétrico também foi utilizado para o modo de deteccao UV

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

Tabela 10. Gradientes testados para eluicdo e separacdo dos HPAs por deteccao
uVv.

Tempo (min) Acetonitrila:Agua (A) Acetonitrila (B)

70:30 (%) (%)
0 57 43
Gradiente 1 25 57 43
0 57 43
Gradiente 2 3 57 43
15 - 100

Sendo assim, um segundo modo de eluicao foi utilizado (figura 5a), no
entanto o tempo de analise de 25 minutos poderia ser reduzido. Para melhorar o
tempo total de andlise utilizou-se o gradiente 2 (figura 5b), sendo que utilizado estas
condicoes, a separagao dos analitos mostrou-se satisfatoria.

70 a 120 b
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o
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o
L

W
o
o

0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20

Tempo de eluigéo (min) Tempo de eluicdo (min)

Eluente A === Eluente B ‘ ‘ Eluente A =li=Eluente B

Figura 5. Gradientes para a eluicdo e separagcéo dos HPAs sensiveis por deteccao
UV, fluxo 1,0 mL min™ — (a) Gradiente 1 e (b) Gradiente 2.
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4.7 Analise dos solventes (“branco dos solventes”)

Realizou-se um teste em branco para avaliar se os solventes utilizados
em todo o processo apresentavam interferéncias nos tempos de retencao dos HPAs
em estudo. Para tal, os solventes utilizados foram injetados no sistema
cromatografico seguido de todo procedimento de andlise. Os seguintes solventes

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

4.8 Validacao do Método

Definidas as melhores condi¢cdes de separacéo entre os HPAs em estudo,

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

4.8.1 Curva analitica e linearidade

Os HPAs em estudo foram quantificados utilizando-se o método da
padronizagdo externa. As curvas analiticas dos compostos em estudo foram obtidas
preparando-se misturas das solugdes analiticas dos HPAs, em acetonitrila. Injetou-
se trés vezes (n= 3) no cromatdgrafo, 10 uL das solugdes n° 1, 2, 3, 4, 5 (Tabela 8),
obtendo-se as areas e o tempo de retengdo de cada um dos compostos, com 0

auxilio do integrador Shimatzu C-R6A Chromatopac.

4.8.2 Limite de deteccao e limite de quantificagao

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

equacao da curva analitica e trés vezes o desvio padrao do branco (3og/b) apds 10
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medidas do branco de acordo com Skoog [2007]. Similarmente, os limites de
quantificacao (LOQ) foram calculados a partir de 10cg/b. Para o célculo do LOD e

LOQ, curvas analiticas foram confeccionadas conforme a tabela 8.

4.8.3 Repetitividade

O estudo da repetitividade da resposta do instrumento (RSDy) foi avaliado
efetuando-se trés injegdes (n = 3) no sistema cromatografico, para cada nivel de
concentracdo das solugbes analiticas, em solvente, empregadas na obtengdo das
curvas analiticas.

A repetitividade do método (RSD,,) foi avaliada efetuando-se o
procedimento de extracdo e analise das amostras fortificadas em trés niveis de
fortificacao, 1, 5 e 10 vezes o valor de LOQ. Cada nivel de concentragéo foi efetuado

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

4.9 Extracao dos HPAs do negro de fumo

Para verificar a quantidade de HPAs presentes no negro de fumo,
realizaram-se testes de extragcdo 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. Apds decorrido o tempo de contato, as amostras
foram levadas para a centrifuga por 5 minutos, e o sobrenadante injetado no sistema
cromatografico. No entanto, os resultados nao foram satisfatérios. Sendo assim, uma
massa igual a citada anteriormente foi colocada em contado com 5 mL de acetona
(que apresentou melhores resultados na extragao anterior) e aquecido a 100 °C em
banho maria, permanecendo assim por 30 minutos. Este procedimento repetiu-se 4

vezes para a mesma amostra, e as extracdes foram feitas em triplicata.



Materiais e Métodos 65

4.10 Extracao dos HPAs das borrachas

Foram testadas amostras de borrachas de coloragdo marrom
avermelhada, cinza e preta provenientes dos émbolos de seringas e tampas de
frascos contendo aminoacidos e lipideos. Uma massa de 50 mg de cada amostra foi
picada com auxilio de tesoura e entdo colocada em contato com 3, 5 e 10 mL dos
diferentes solventes ja citados anteriormente. Apds foram deixadas em banho de
ultrasom. Os tempos de contato com a amostra e subseqliente extracdo seguem o
item 2.8. Ap6s o tempo de contato decorrido, as amostras foram levadas para a
centrifuga por 5 minutos, e o sobrenadante injetado no sistema cromatografico.
Assim como as amostras de negro de fumo, as extracbes das amostras de
borrachas n&o foram satisfatérias, e entdo o mesmo procedimento utilizado para

aquelas, foi efetuado com estas amostras.

4.11 Estudo para a determinacdao dos HPAs em amostras de aminoacidos,
lipideos e medicamentos.

Como as amostras de aminodcidos, lipideos e medicamentos ndo podem
ser injetadas diretamente na coluna cromatogréfica, e provavelmente a concentragéo
dos HPAs nas amostras € muito baixa, uma etapa de separagao e pré-concentragao
foi desenvolvida

A separacdo e pré-concentragdo dos HPAs a partir de solugbes de
aminoacidos e lipideos foi realizada utilizando-se colunas de poliestireno em po.
Colunas do polimero foram confeccionadas com a unido de duas ponteiras
descartaveis de micropipetas com capacidade de 1000 pL. Colocou-se uma pequena
quantidade de la de vidro nas extremidades das ponteiras a fim de sustentar o
polimero em p6é e adicionou-se cerca de 2 g do polimero previamente
descontaminado com solu¢ao de HNO3; 10% (v/v) em etanol.
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4.11.1 Estudo de Separacéo e pré-concentracao das amostras.

O condicionamento das colunas de polimero foi realizado pela passagem
de 1 mL de etanol em seguida 2 mL de agua purificada foram eluidos para retirar o
excesso de etanol. As amostras foram entdo percoladas através das colunas em
fluxos de 0,2, 1, 5 e 10 mL min™". Apds as colunas foram lavadas com 10 mL de
agua. A eluicdo foi conduzida através da passagem de solvente organico com
volumes de 2x5 ou 3x5 mL.

O efeito da velocidade do fluxo sobre a recuperacdo dos HPAs foi
estudado através dos fluxos de 0,2, 1, 5 e 10 mL min™, foram avaliados como
solventes de eluigdo dos HPAs nas colunas, acetona e acetonitrila.

Bomba Coluna (PS)

Amostra e )
Peristaltica Aliquotas

Figura 6 - Sistema empregado no estudo de purificacdo e pré-concentracao das

amostras de aminoacidos, lipideos e medicamentos.

Primeiramente, fez-se um teste em agua para verificar a retencao dos
HPAs no polimero, montando um sistema (Figura 6) em que a bomba peristaltica
conduz a amostra através de uma mangueira de tygon (d.i 1,02 mm). Como a partir
de uma amostra de agua pura os HPAs ndo ficaram adsorvidos na coluna,
investigou-se a possibilidade de melhorar a adsorgéo pela presenca de um solvente
organico. Para cada ensaio, 10 mL de amostra contendo os HPAs nas
concentragbes mostradas na Tabela 11, diferentes percentagens de acetonitrila ou
acetona, foram adicionadas. As percentagens de 10, 20, 30 e 40% foram testadas.

Apés a etapa inicial, amostras de aminoacidos (tabelas 12 e 13), lipideos

(tabela 14) e medicamentos injetaveis (tabela 15) foram testadas. Todas as amostras
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foram injetadas no sistema cromatografico no mesmo dia em que a purificagao/pré-

concentracéo foi realizada.

Tabela 11. Concentragdo dos HPAs em 10 mL de amostra de agua fortificada.

HPAs Concentracao da amostra
emmgL"

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 Influéncia do processo de esterilizacao na extracao dos HPAs por acao
das substancias usadas em nutricao parenteral.

Solugdes sintéticas de 7 aminodcidos, entre eles um aminoacido basico
(lisina), um acido (acido glutamico), trés polares neutros (cisteina, glicina e

metionina) e dois apolares (isoleucina e leucina) (Apéndice 2) bem como solugdes
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de acido caprilico, acido caprico, lecitina de soja e 6leo de soja, foram utilizados nos
ensaios. As solucdes foram preparadas na concentracao de 0,5% (m/v), sendo que
foram armazenadas em ampolas de vidro novas com tampas de borracha cinza para
uso de medicamentos. Ap6s armazenamento, as ampolas foram lacradas com anel
de aluminio e colocadas em autoclave a 121°C, por 15 minutos, como no processo
de esterilizacdo. Apds este processo, a determinacdo dos HPAs foi feita por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecgdo UV e Fluorimétrica. As
amostras foram preparadas em triplicata. Dez ampolas (tipo penicilina) foram
envasadas apenas com agua ultrapura, sofrendo o mesmo processo de esterilizagao
das solugdes usadas em nutricdo parenteral para obter-se o branco e para efeito de
comparagao.

4.13 Ensaios de recuperacao de HPAS nas amostras

A recuperacao dos HPAs foi realizada com o objetivo de avaliar a
interferéncia da matriz na determinacao dos analitos e o estudo de reprodutibilidade
do método.

Para avaliar a recuperacao empregando-se o método proposto utilizaram-
se amostras de aminoacidos (Primene, Aminoplasmal, Aminoped, Nefroamino,
Aminoesteril Hepa 8% e Aminoesteril), emulsdes lipidicas (Lipofundin 10 e 20% e
Lipovenos 10 e 20%) e de medicamentos injetaveis (Fresofol 1 e 2%, Dobutamina,
Ranitidina, Fenobarbital, Dipirona Sédica, Fenitoina e Dopamina) onde amostras de
aminoaciodos e lipidios foram fortificadas em 3 niveis (1, 5 e 10 vezes o valor do
LOQ) e amostras de medicamentos injetaveis em 2 niveis ( 1 e 10 vezes o valor de
LOQ). Os HPAs foram extraidos das amostras e apds a etapa de purificacado, foram
separados por Cromatografia Liquida de Alta eficiéncia e quantificados por UV e
Fluorescéncia. Os resultados obtidos apés a analise foram denominados de valor
obtido, e o valor real foi considerado como sendo aquele adicionado na fortificagao

da amostra.
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4.14 Determinacao dos HPAs nas solugdes comerciais.

Solucdes comerciais usadas em nutricao parenteral foram analisadas pelo
método proposto, a fim de determinar a concentracdo dos HPAs nelas presentes.
Foram analisadas pelo menos trés amostras de cada lote, incluindo solugbes de
aminoacidos, emulsdes lipidicas e medicamentos injetaveis. As diferentes marcas
analisadas sdo mostradas nas seguintes tabelas. Nas tabelas 12 e 13 estédo
descritas as formulagdes dos aminoacidos comerciais, em gramas por litro; na tabela
9 a composigdo das solucbes lipidicas e, na tabela 15 a composicdo dos

medicamentos injetaveis usados no presente trabalho.

Tabela 12. Concentracédo (g L™') dos aminoacidos em formulagées comerciais.

Formulacées Aminoesterii  Aminoped Aminoesteril

Aminoacidos 10% 10% 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-cisteina - 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 - 55 -

L-acido mélico - 4,8 -
Acido acético 8,0 - 7,2

[-ornitina - - -

L-aspargina - - -

L-4cido aspartico - - }
L-acido glutamico - - .
L-cisteina - - -

Glicina 14,0 4.1 5,8

Tabela 13. Concentracdo (g L") dos aminoacidos em formulagdes comerciais.

Formulacoes Aminoplasmal Nefroamino  Priméne
Aminoacidos L10A AEH 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-cisteina 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

L-valina 4,8 8,0
L-arginina 9,2 -

L-histidina 5,2 5,5
L-alanina 13,7 -
L-serina 2,4 -
L-prolina 8,9 -
L-tirosina - -
N-Acetil L-tirosina 1,6 -
L-ornitina 3,2 -
L-aspargina 1,3 -
L-acido aspartico 8,9 -
L-acido glutamico 4,6 -
Glicina 7,9 -

1,8

5,8

4,8

20,7

5,0

6,8

0,4

10,3

Tabela 14. Composicédo das emulsdes lipidicas em formulagées comerciais usadas

em nutricdo parenteral, em gramas.

Substancia Lipofundin  Lipofundin Lipovenos Lipovenos
10% 20% 10% 20%
Fosfolipideos de ovo - - 6,0 12,0
Glicerol 2,5 2,5 25,0 25,0
Hidroxido de sédio - - 0-0,20 0-0,20
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Lecitina de Soja
Oleato de Soja
Oleo de soja

Triglicerideos de
cadeia média

A-tocoferol

Agua para injecédo
q.s.p

0,8

0,03

5,0

5,0

10,0

100

1,2

0,03

10,0

10,0

20,0

100

0,15

50,0

50,0

1000

0,30

100,0

100,0

1000

Tabela 15. Dados referentes as amostras de medicamentos injetaveis analisadas.

Amostras

Medicamentos

Injetaveis

Dipirona Sédica

Dobutamina
Dopamina
Fenintoina

Fenobarbital

Fresofol 1%

Fresofol 2%

Ranitidina
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Otimizacao das condicoes cromatograficas.

5.1.1 Gradiente para eluicdo e separagao dos compostos por detecgao fluorimétrica
e UV

O gradiente otimizado para a deteccao dos HPAs sensiveis por deteccao
fluorimétrica (Tabela 9, gradiente 2) consistiu inicialmente da concentracao de 30%
de acetonitrila/agua (70:30 v/v) e 70% de acetronitrila, permanecendo nesta
concentracdo por 7 minutos, apés um gradiente de 12 minutos até atingir a
concentracao de 100% de acetonitrila, sendo que este permaneceu por mais 6
minutos de volta a concentragéo inicial de 30% de acetonitrila/dgua (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 diminuigdo no tempo de analise.

O gradiente otimizado para os compostos sensiveis por deteccdo UV
(Tabela 10, gradiente 2), consistiu em partir da concentracdo de 57% de
acetonitrila/agua (70:30 v/v) e 43% de acetronitrila, permanecendo nesta
concentracdo por 3 minutos, apdés um gradiente de 12 minutos até atingir a
concentracdo de 100% de acetonitrila, de volta a concentragéo inicial de 57% de
acetonitrila/agua (70:30 v/v) e 43% de acetronitrila, permanecendo por 5 min para
reequilibrar o sistema. Com estes gradientes obteve-se boa separacao dos HPAs na
coluna C18.
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5.2 Separacao cromatografica dos HPAs.

A separacao cromatografica foi realizada em uma coluna C-18 utilizando
acetonitrila como eluente, com deteccéo por fluorescéncia e por UV. Nas figuras 7 e
8 estao os cromatogramas de separagao dos HPAs.

Sinal (mV)
4 5
1
3
2 o 6
ik . 7
— T T ILV \_71— r':'-J —J T 1_._-51.1"""1_}\1'_1'_1'__"" P |'_'|_1'Tﬂ_er
Tempo (min)

Figura 7. Cromatograma de separacdo dos HPAs detectados por fluorescéncia, (1)
Fluoranteno 0,40 mg L;(2) Pireno 0,40 mg L''; (3) Benzo(a)Antraceno 0,46 mg L";
(4) Benzo(b)Fluoranteno 0,50 mg L'; (5) Benzo(a)Pireno 0,50 mg L'; (6)
Benzo(g,h,i)Perileno 0,55 mg L e (7) Indeno(1,2,3-c,d)Pireno 0,55 mg L' — Eluente:
acetonitrila, agua; fluxo 1,3 mL min™; Aexc 340 NM, Aem 425 NM
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Sinal (mV)

Tempo (min)

Figura 8. Cromatograma da separacao dos HPAs detectados por UV, (1) Naftaleno

0,26 mg L"; (2) Acenaftaleno 0,30 mg L"; (3) Fluoreno 0,33 mg L; (4) 2-
Bromonaftaleno 0,41 mg L™ e (5) Fenantreno 0,36 mg L — Eluente: acetonitrila e

agua; Fluxo 1 mL/min; A 254 nm.

5.3 Validacao do procedimento desenvolvido

Definidas as melhores condicbes de separacdo para 0s compostos

estudados, o0 passo seguinte foi a avaliagdo da metodologia para andlise, segundo

0s parametros descritos na sequiéncia.

5.3.1 Curva analitica

Prepararam-se solucdes analiticas, conforme descrito no item 4.12.1, com
a mistura dos HPAs em acetonitrila. A Tabela 16 apresenta a inclinagéo (a) e a
intersecdo (b) das curvas analiticas, obtidas com as solugdes analiticas preparadas

em solvente, para todos os compostos estudados.



Tabela 16. Parametros das curvas analiticas obtidas para HPAs conforme

concentragdes descritas na Tabela 8.
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HPAs Intervalo linear a b r
(mg L7)

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 equacbes obtidas das curvas analiticas, o método é
linear e adequado para os HPAs em estudo. O coeficiente de determinacéo () é

maior que 0,98, considerado satisfatério para a analise de HPAs.

5.3.2 Limite de Deteccgao e Limite de Quantificagao

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

equacao da curva analitica e trés vezes o desvio padrao do branco (3cg/b) apds 10



Resultados e Discussdo 77

medidas do branco de acordo com Skoog (2007). Similarmente, os limites de
quantificacao (LOQ) foram calculados a partir de 10cg/b. Para o célculo do LOD e
LOQ, curvas analiticas foram confeccionadas conforme a tabela 3. Os resultados
podem ser observados na Tabela 17.

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

HPAs LOD (ug L™) LOQ (ug L)
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 Avaliacao do branco do solvente.

Os solventes utilizados para a extragdo do negro de fumo, borrachas e
também para a concentracdo e clean up das amostras de aminodcidos, lipideos e

medicamentos foram analisados para a verificacdo de possiveis interferentes nos
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tempos de retencdo dos HPAs. Sabendo-se inicialmente que nenhum dos solventes
utilizados € fluorescente, o cromatograma do teste em branco com deteccao
fluorimétrica esta representado no Anexo C. Ja para os solventes injetados no
sistema com deteccdo 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 retencdo. O cromatograma da
injecdo de acetona no sistema com deteccdao UV esta representado no Anexo D.
Levando-se em consideracdo que a acetona foi o solvente utilizado para
extracdo dos HPAs das amostras e também para a purificacdo das mesmas quando
se fez necessario, apresentamos aqui somente 0s cromatogramas para analise

deste solvente.

5.5 Avaliacao da extracao dos HPAs do negro de fumo.

Testes preliminares foram executados empregando-se 0s seguintes
solventes: acetona, acetonitrila, diclorometano, hexano, metanol e tolueno para a
extracdo dos HPAs.

Uma massa de 30 mg de negro de fumo foi colocada em contato com 3
mL dos diferentes solventes ap6s colocado em banho de ultrasom por 30 minutos.

A extracao utilizando-se de diclorometano e tolueno nao foi possivel,
devido a dificuldade em separar o negro de fumo do solvente apds a extragao.
Hexano e metanol foram insuficientes para a extragcao dos HPAs do negro de fumo,
uma vez que os sinais obtidos ao injetar as fragées no sistema cromatografico foram
despreziveis. J& com o0s solventes acetona e acetonitrila, apareceram sinais dos
HPAs no cromatograma, no entanto esse eram pequenos.

Com a inten¢cdo de melhorar o rendimento de extragdo, 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
funcdo do tempo de extracdo podem ser visualizados nas figuras 10 e 11

respectivamente.
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Como podemos observar comparando as figuras 9 e 10, as extracées do
negro de fumo com acetona apresentaram maior rendimento. Para o PYR, que foi o
HPA que apresentou maior concentracdo na extracdo com acetonitrila, obteve-se
uma extragdo de 0,97 mg g em 120 minutos de contato com a amostra, enquanto a

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

mgg.

10
T —&— Acenaftaleno

—— Benzo(a)Antraceno
—— Benzo(a)Pireno
—— Benzo(b)Fluoranteno
= Benzo(g,h,i)Perileno
—O— Bromonaftaleno
—— Fenantreno

Concentracio (Mg g’")

Fluoranteno
Fluoreno
—®— Indeno[1,2,3-cd] Pireno

Naftaleno

0,1 + + + +
30 60 120 180 Pireno
Tempo de extracao (minutos)

Figura 9. Extracdo de HPAs de 30mg de negro de fumo com 5 mL de acetona com

variacao 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
influéncia na extracdo 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
concentracdo da extracdo dos HPAs. Para os tempos de 120 e 180 minutos néo

ocorreu um aumento significativo na extragao.
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Figura 10. Extracdo de HPAs de 30 mg de negro de fumo com 5 mL de acetonitrila,
com variacdo do tempo de contato da amostra com o solvente entre 30 e 180

minutos

Para certificar-se de que nao houvesse uma concentracdo maior de HPAs
nas amostras de negro de fumo, ja& que este & 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 extracao
anterior) e aquecido a 100 °C 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 cromatografico. As amostras foram analisadas
em triplicatas.

Na tabela 18, podemos observar um comparativo entre os dois métodos
efetuados para a extragdo dos HPAs do negro de fumo. Pode-se perceber o
segundo método utilizado (com extracdo a quente), as concentracdes de todos os
analitos foram superiores aqueles que utilizaram o primeiro método (extracdo por
ultra-som). Sendo assim, o0 método que utilizou extracao a quente foi o selecionado

para extracées de amostras de negro de fumo e borrachas.
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Tabela 18. Extrac6es 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 100°C por 30 minutos, repetindo-se 0 mesmo procedimento 4

vezes.

Concentracédo (mg g”)
Média + RSD%

Composto
Método 1 Método 2
2-Bromonaftaleno 2,01 £21 3,54 +1,8
Acetonaftaleno 3,63+3,0 4,05 +3,5
Benzo(a)Antraceno 7,37 £45 7,55+3,2
Benzo(a)Pireno 237+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+28 4,05 +3,5
Indeno(1,2,3-cd)Pireno 3,62+25 459+28
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 extracdo 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 100°C, onde
permaneceu por 30 minutos, sendo que para uma mesma amostra o procedimento
de extracao citado, foi efetuado 4 vezes. Apds esta etapa, o sobrenadante foi filtrado

e injetado no sistema cromatografico com deteccao UV e fluorimétrica.

5.6 Avaliacao da extracao dos HPAs de borrachas

Para avaliar a possivel contaminagdo das borrachas provenientes de
émbolos de seringas descartaveis, e também aquelas que sao utilizadas como
tampas de solugdes de aminoacidos e lipideos adotou-se 0 mesmo método ja
descrito no item 5.5.

Uma massa de 50 mg de cada amostra foi colocada em contato com
diferentes solventes ja citados anteriormente. Apds foram deixadas em banho de
ultrasom com variagao do tempo entre 30 e 180 minutos.

As aliquotas provenientes das extracdes com o solvente tolueno, hexano,
diclorometano e metanol ao serem analisadas no sistema cromatografico nao
apresentaram nenhum sinal significativo nos tempos de retencdo dos analitos de
interesse.

Quando utilizado acetonitrila e acetona como solventes para as extracdes
dos HPAs das borrachas, obteve-se sinais cromatograficos nos tempos de retengéo
dos analitos. Com a intencdo de melhorar a extragdo, um aumento no volume do
solvente e aumento no tempo de contato da amostra com o mesmo foi estudado.
Para tal, uma variagdo 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 adicdo de 5 mL do solvente, sendo que
dobrando o volume de solvente o rendimento de extracdo nao apresentou variacao

significativa.
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A figura 11 amostra as extragbes com acetonitrila e acetona
respectivamente, das amostras de borrachas variando-se o tempo de contato do

solvente com as mesmas.

6 -
5 _
- 4 b
ko))
g3
@ Acetona
o B Acetonitrila

30 60 120 180
Tempo de extracao (minutos)

Figura 11. Extracdo média de HPAs de amostras de borrachas de coloragao 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 media de HPAs extraido das
amostras de borrachas pode-se perceber que acetona utilizada como solvente
apresentou melhor extracdo, e aumento-se o tempo de contato da amostra com o
solvente ocorreu um aumento significativo no rendimento de extragdo. Sendo que os
tempos de 120 e 180 minutos ndo apresentaram variagbes significativas nos
rendimentos de extracao.

Assim como efetuado para as amostras de negro de fumo, o mesmo
procedimento de extragdo 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 extracdo anterior) e aquecido a
100 °C 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 cromatografico. As amostras foram analisadas em triplicatas.

Na tabela 19, podemos observar um comparativo entre os dois

procedimentos efetuados para a extragdo dos HPAs das amostras de borrachas.
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Tabela 19. Extracdes de HPAs 50 mg de amostras de borrachas de coloracao 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 °C por

30 minutos, repetindo-se o0 mesmo procedimento 4 vezes.

Concentracédo (mg g”)
Média * RSD%

Composto Método 1 Método 2

Borracha Borracha  Borracha Borracha Borracha  Borracha
Cinza Marrom Preta Cinza Marrom Preta
2-Bromonaftaleno n.d n.d n.d 058+26 035+30 046%20
Acetonaftaleno n.d n.d 0,88+16 2,02+18 0,75+32 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+23
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 03250 054+32 224+35 050x1,3 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 098+45 120+33 098+25 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 064+29 1,02+30 205+29 0,63+1,8
Indeno(1,2,3- n.d 0,43+38 274+33 0,56+33 1,0£25 3,25+£2,0
cd)Pireno

Naftaleno n.d n.d 2,88+4.2 2,30+2,8 123+£35 2,80+3,9
Pireno n.d 023+41 0,16+29 331+36 065+38 1,98+23

Podemos observar que para os resultados do método 1, as borrachas

cinza, apresentaram a menor contaminacdo, apenas um HPA, BaA numa
concentragdo de 0,20 mg g'. As amostras de borrachas marrom avermelhada

apresentaram uma maior contaminagdo, com a presenca de seis HPAs. Entre eles
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esta o FLU com 0,14 mg g e o INP com 0,43 mg g'. Ja para as amostras de
borrachas pretas a contaminagdo foi maior que as anteriores, sendo que dos 12
HPAs estudados, somente 2 nao foram detectados. A maior contaminacao de HPA
provem do B(g,h,i)P, que apresentou uma concentracdo de mg g™

Ja para o método 2, em todas as amostras de borrachas foram
identificados HPAs em concentragdes acima daqueles encontrados no método 1.
Para as amostras de coloragdo cinza, a maior concentragdo de HPA encontrado
provém do PYR, 3,31 mg g', enquanto para as amostras de borracha marrom
provém FLU onde foram encontrados mg g'. J& para as amostras de borracha preta,
a maior fonte de contaminagao originou-se de 6,02 mg g’ de BghiP.

5.6.1 Procedimento de extracdao 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 100°C, onde
permaneceu por 30 minutos, sendo que para uma mesma amostra o procedimento
de extracéo citado, foi efetuado 4 vezes. Apds esta etapa, o sobrenadante foi filtrado
e injetado no sistema cromatografico com deteccao UV e fluorimétrica. As amostras

foram analisadas em triplicata.

5.7 Efeito da vazao na percolacao de HPAs nas colunas de poliestireno.

Diversas vazbdes de percolacdo através dos cartuchos de SPE séao
utilizadas para HPAs. Muitos trabalhos utilizaram 2 a 25 mL min” (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™". O fluxo de percolagao através dos cartuchos
€ um fator governante, uma vez que diminui o tempo de preparo das amostras e,
consequientemente, de analise. Em contrapartida, altos fluxos podem diminuir o
tempo de equilibrio necessario na adsorgado, levando a diminuigdo na eficiéncia da
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recuperacao 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 recuperacdo de HPAs variou de 53,2 a 74,2% (0,2 mL
min™), 81,3 a 100,1% (1 mL min™"), 59,1 a 79,1% (5 mL min™") e 35,3 a 57,9% (10
mL min™). Na figura 12 podemos verificar essas variacdes.

120

100 | W

80 -

40 (79
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0
ACY BaA BaP BbF BghiP BRO PHEN FLR FL INP NAP PYR

=& Fluxo 0,2 mL min-1 =~ Fluxo 1 mL min-1
== Fluxo 5 mL min-1 =—@®— Fluxo 10 mL min-1

Figura 12. Efeito da razdo de fluxo na recuperacao 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 anélise e dificuldade em
manter o fluxo homogéneo para todas as colunas de poliestireno foi adotada a

velocidade de fluxo entre 1 e 3 mL min™ na percolagdo das amostras.

5.8 Otimizacao da determinacdo dos HPAs em amostras de aminoacidos,
lipideos 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 adsorcdo nas paredes dos recipientes utilizados para tal
procedimento (Grynkiewicz et al., 2002). Portanto a adicdo de solventes organicos

(acetona e acetonitrila), chamados também de co-solventes ou modificantes
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organicos, € um recurso para aumentar a solubilidade dos HPAs, diminuindo a
adsorcdo nas paredes dos frascos de amostragem (Grynkiewicz et al.,, 2002;
Martinez et al., 2004; Urbe, I.; Ruana, J, 1997). Entretanto a concentracdo do co-
solvente € um parametro critico, o qual deve ser avaliado precisamente, levando-se
em consideracdo que se adicionado em baixa proporcdo pode nao dissolver
completamente os compostos de maiores massas moleculares, mas que se
adicionado em alta proporcao dificulta a adsorcdo dos compostos com menores
massas moleculares (Grynkiewicz et al., 2002). Além da atencao que deve-se ter
com a adsorgdo dos HPAs com as paredes dos recipientes, deve-se levar em
consideragdo que um pequeno ou grande volume de solvente organico adicionado
na amostra pode-se também levar a uma variacdo na adsor¢cdo dos HPAs com o
polimero da coluna. Desta forma, para cada tipo de adsorvente e co-solvente esse

parametro deve ser otimizado.

5.8.1 Influencia da adicdo de um co-solvente na adsorcao dos HPAs em poliestireno

em amostras de agua.

Primeiramente, fez-se um teste em agua para verificar a retencdo dos
HPAs no polimero, descrito anteriormente no item 2.10.1. A iniciativa de fazer-se
estudos em agua inicialmente, teve o objetivo de utilizar uma matriz livre de qualquer
interferente, como aquelas presentes nas solu¢gées de aminoacidos e lipidicas.

Como pode ser observado na figura 13 utilizando-se 10% de acetona
como co-solvente a recuperacado do BaA, PYR e FLU foi satisfatéria. O BbF, BaP,
BghiP e o INP também apresentaram recuperagdes satisfatérias (87 a 99%).
Diferentemente, isto ndo foi observado para os demais HPAs estudados em outras
concentragdes de acetona como co-solvente (Figura 13a). Como pode ser verificado
na Figura 13b, utilizando a acetonitrila na concentracdo de 10%, a recuperagéo da
maioria dos HPAs foi superior quando comparada a concentragdo de 20, 30 e 40%.
A recuperagcdo 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 recuperacdo de HPAs sensiveis por deteccao fluorimétrica
utilizando (a) acetona e (b) acetonitrila como co-solvente em 9 mL de amostra de
agua.

Para os HPAs sensiveis por deteccdo UV os resultados foram
semelhantes aos anteriores, como pode ser observado na figura 14, com uma
concentracdo de 10% de acetona como co-solvente, todos os HPAs tiveram
recuperacOes satisfatorias, entre 89,6 e 112,5%. Para as demais concentragdes de
acetona como co-solvente (20, 30 e 40%) os HPAs estudados apresentaram
recuperacoes entre 15,8 e 64,5% (Figura 14a). Verificando-se a figura 14, os
maiores valores de recuperacao utilizando 10% de acetonitrila como co-solvente nao
ultrapassaram 70%. Ja para as demais concentracdes 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 o0 uso de um co-
solvente (acetona e acetonitrila, respectivamente) ndo seria possivel a recuperacao

dos HPAs, isto estd mostrado nos pontos zero de cada figura.
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Figura 14. Efeito na recuperacédo de HPAs sensiveis por deteccdo UV utilizando (a)

acetona e (b) acetonitrila como co-solvente em 9 mL de amostra de agua.

5.8.2 Influéncia da adigdo de um co-solvente nas amostras de aminoécidos.

Na figura 15 pode-se observar que utilizando 10% de acetona como co-
solvente as recuperagdes dos HPAs sensiveis por deteccdo fluorimétrica
apresentaram resultados satisfatorios, variando entre 87,4 e 122,7%. Quando a
concentracdo do co-solvente foi aumentada, nota-se também uma diminuicdo nos
valores de recuperacao dos HPAs, sendo que para uma concentracao de acetona de
20%, os niveis de recuperacao estiveram entre 20,7% para INP e 70,1% para FLR.
Para as concentracdes de 30 e 40 % de acetona como co-solvente os niveis de
recuperacao 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 niveis de recuperacao
foram diminuidos. Com a utilizacdo de 10% de acetonitrila os valores de
recuperacao ficaram entre 34,8% para INP e 58,2% para BaA, aumentando-se para
20% a concentragdo de co-solvente (acetonitrila) os valores ficaram entre 20,7 para
INP e 48,1% para BbF. Utilizando 30% de acetonitrila as recuperagoes 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 recuperacdao de HPAs sensiveis por deteccao fluorimétrica
utilizando (a) acetona e (b) acetonitrila como co-solvente em 9 mL de amostra de

aminodcidos.

Observando a figura 16, onde temos os niveis de recuperagao para 0s
HPAs sensiveis por deteccao UV, notamos que uma menor concentragao de acetona
como co-solvente apresentou melhores niveis de recuperacdo, onde com 10% de
acetona os niveis ficaram entre 89,5% para PHEN e 109% para BRO. Com o uso de
20% de acetona os valores de recuperacgao ficaram entre 40,3% (BRO) e 66,5%
(NAP), aumentando para 30% a concentragdo do co-solvente obtivemos
recuperacoes entre 25,6% (FL) e 59,5% (BRO). Utilizando 40% de acetona,
obtiveram-se valores de recuperacoes entre 12,3 (BRO) e 25,6% (ACY) (figura 16a).

Nota-se também que como anteriormente (figura 15), as recuperacoes
com o uso de acetonitrila como co-solvente se comparado com a utilizagdo de
acetona, foram inferiores. Usando acetonitrila como co-solvente na proporcédo de
10%, obteve-se os melhores niveis de recuperacao para este, que estiveram entre
32,3 e 57,2% (figura 16b).
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Figura 16. Efeito na recuperacédo de HPAs sensiveis por detecgdo UV utilizando (a)

acetona e (b) acetonitrila como co-solvente em 9 mL de amostra de aminoacidos.

Comparando-se as Figuras 16a e 16b, quando usado acetona como co-
solvente, este foi mais eficaz para os niveis de recuperacbes dos HPAS nas
amostras de aminoacidos, sendo que este foi o co-solvente utilizado para tais
amostras.

5.8.3 Influéncia da adigdo de um co-solvente nas amostras de lipideos.

Como pode ser observado na figura 17, utilizando 10% de acetona como
co-solvente os niveis de recuperagcdo nao apresentaram resultados satisfatérios,
variando entre 48,0% (INP) e 75,6% (BaP). Com o aumento da concentracdo de
acetona para 20%, os resultados ndo apresentaram maiores recuperacoes, ficando
entre 21,2% (BghiP) e 76,6% (PYR). Adicionando-se 30% de acetona nas amostras
de lipideos, os niveis de recuperagdo foram satisfatérios onde BghiP, FLU, BaA,
apresentaram recuperagdes 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 lipideos observou-se um decréscimo nos niveis de
recuperacao que variaram entre 11,9% (BghiP) e 46,5% (PYR) (Figura 17a).
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Figura 17. Efeito na recuperacdao de HPAs sensiveis por deteccao fluorimétrica
utilizando (a) acetona e (b) acetonitrila como co-solvente em 9 mL de amostra de
lipideos.

Na figura 17b onde se utilizou acetonitrila como co-solvente, pode-se
observar de um modo geral um decréscimo nos niveis de recuperacao dos HPAs.
Quando utilizado 10% de acetonitrila, os resultados de recuperagdes variaram entre
20,08% (IND) e 39,6% (BaA). Com a adi¢cdo de 20% de acetonitrila na amostra,
ocorreu um decréscimo nos niveis de recuperacao, 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 recuperacdes comparando-se com o0s 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).
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Figura 18. Efeito na recuperacédo de HPAs sensiveis por deteccdo UV utilizando (a)

acetona e (b) acetonitrila como co-solvente em 9 mL de amostra de lipidios.

Na figura 18 podemos observar o comportamento dos HPAs sensiveis por
deteccao UV nas amostras de lipideos.

Quando adicionado 10% de acetona como co-solvente nas amostras,
pode-se perceber que os valores de recuperacao dos HPAs foram baixos, variando
de 39,9% (BRO) e 61,5% (PHEN). Utilizando 20% de acetona, ndo houve acréscimo
nos valores, alguns até apresentando valores menores que 0s anteriores, sendo que
os niveis de recuperacao variaram entre 35,2% (BRO) e 59,5% (PHEN). Com 30%
de acetona nas amostras obteve-se os valores satisfatérios de recuperacdo que
ficaram entre 92,9% (PHEN) e 111,5% (FL). Quando adicionado 40% do co-solvente
nas amostras de lipideos, os niveis de recuperagcdo 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
lipideos. Com adi¢cdo de 10% de acetonitrila nas amostras de lipideos obteve-se
recuperacoes entre 13,8% (ACY) e 41,2% (PHEN), com aumento para 20% de co-
solvente os resultados tiveram variagdes 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). Ja com a adi¢do de
40% da mesma, os niveis de recuperagdo tiveram novamente uma diminuigdo,
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 recuperacao para 0s

HPAs nas amostras de lipideos que variaram entre 80,6 e 121,3%.

5.8.4 Influéncia da adigao de um co-solvente nas amostras de medicamentos.

Na figura 19, esta demonstrada a influéncia do uso de um co-solvente nos
diferentes tipos de amostras de medicamentos. Podemos observar que utilizando
concentracbes de 10 e 20% de acetona como co-solvente nenhum dos quatro
medicamentos aqui testados ultrapassou 65% de recuperagdo. Com o uso de 30%
de co-solvente os medicamentos Dobutamina e Dopamina apresentaram um
maximo de recuperacao de 88 e 95,1% respectivamente, sendo que um aumento da
concentragcdo de acetona, levou a um decréscimo na recuperagdo dos HPAs para
0s mesmos. Ja para os medicamentos Fresofol 1 e 2%, utilizando 40% de acetona
obteve-se valores maximos nos niveis de recuperacao, 97 e 99,1%, respectivamente
(Figura 19a).

Na figura 19b, temos o comportamento de recuperacdes de HPAs quando
utilizado acetonitrila como co-solvente. O wuso de acetonitrila, teve um
comportamento semelhante para os valores de recuperacdo entre os HPAs, no
entanto utilizando este solvente os niveis foram menores, onde 0s niveis maximos

nao ultrapassaram 65%.
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Figura 19. Efeito na recuperacao 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 recuperacdo de HPAs em
amostras de Fenobarbital, Fenitoina, Dipirona Sodica e Ranitidina, pode-se perceber
que utilizando apenas 10% de acetona nas amostras dos respectivos medicamentos
dois deles apresentam valores maximos de recuperagdo. Para Fenitoina e
Fenobarbital obteve-se 100,3 e 103,6% respectivamente. Com o aumento do co-
solvente para 20%, pode-se perceber que os valores maximos de recuperagao para
Dipirona Sdédica e Ranitidina s&o obtidos, sendo 96,3% e 99,2% respectivamente. O
aumento da concentracdo do mesmo nas amostras para 30 e 40% levou a um
decréscimo nos niveis de recuperagao para os quatro medicamentos testados.

Utilizando acetonitrila como co-solvente (figura 20b), obteve-se um grafico
de comportamento semelhante ao anterior. Contudo pode-se observar que os niveis

de recuperacao para este foram inferiores ao anterior.
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Figura 20. Efeito na recuperacdo de HPAs em amostras de Fenobarbital, Fenitoina,
Dipirona Sédica 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 esterilizacao na extracao dos
HPAs.

Como as solugdes parenterais sao, via de regra, esterilizadas ap6s o
envase e, portanto o aguecimento ocorre em contato com a borracha das tampas, ha
o risco de extracdo dos HPAs por acdo da temperatura.

O objetivo deste ensaio foi verificar a influéncia do processo de
esterilizacdo na extracdo dos HPAs presentes na borracha das tampas, em fungao
da natureza das diferentes substancias utilizadas na nutricdo parenteral, o qual foi
realizado de acordo com o item 4.11.

Para efeitos de comparacdo frente aos diversos tipos de amostras, o
primeiro passo na investigacdo sobre a extragdo dos HPAs foi realizado com
repetidos ensaios com agua, considerando que todas as solugdes sdo aquosas.
Neste estudo ndo se observou nenhuma contaminagdo nas amostras de agua apoés
o processo de esterilizacdo das mesmas, sendo que pode-se concluir que o
aumento da temperatura ndo é suficiente para acelerar o processo de extracao dos

HPAs provenientes das tampas de borrachas das embalagens em agua pura. No
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entanto, na presenca dos constituintes das solucdes parenterais o efeito observado
nao foi o mesmo.

O efeito do processo de esterilizacao na extragdo dos HPAs, por acao das
solugdes de aminoacidos, € mostrado na figura 21. Pode-se observar FLR e BaA
foram extraidos em maior quantidade nas amostras de cisteina, metionina e glicina.
FLU e BRO apresentaram maior afinidade com o &cido glutdmico e leucina,m
enquanto, PYR e BbF com aminoécido basico (lisina).

0,5+

L Laled

Acido Leucina  Cisteina Metionina  Glicina Lisina  Isoleucina

—_

Concentragéo (ug L'1)

glutémico

M Fluoranteno H Pireno M Benzantraceno

B Benzo(b)Fluoranteno  m Benzo(a)Pireno m Benzo(g,h,i)Perileno
M Indeno m Naftaleno Acetonaftaleno

M Fluoreno m Fenantreno Bromonaftaleno

Figura 21. Extracdao de HPAs das tampas de borracha em solugbes sintéticas de
aminoacidos apds o processo de esterilizacao.

E possivel ver claramente que a contaminacdo por HPAs ocorre em
concentracées consideraveis apds o processo de esterilizagdo nas solucbes de
todos os aminoacidos. Como com agua pura nao houve extracdo, pode concluir-se
que os aminoacidos sao responsaveis pela extragdo dos HPAs.

Ja para as amostras de lipideos, para efeito de comparacdo quanto as
mesmas, foi realizado com repetidos ensaios com 6éleo de soja, sendo que todas as
amostras de lipideos utilizadas em nutrigdo parenteral sdo oleosas. A figura 22
mostra os HPAs extraidos das amostras de 6leo de soja quando submetidas ao
processo de esterilizacao.
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Figura 22. Concentracao de HPAs em amostras de éleo de soja apds o processo de
esterilizacao.

Pode-se observar, pelos resultados obtidos, que o 6leo de soja é capaz de
extrair HPAs no processo de esterilizagdo, ou seja, 0 aumento da temperatura é
suficiente para acelerar o processo de extragdo dos mesmos. A quantidade média
extraida foi 0,04 mg L™, e entre os HPAs os que mais foram extraidos foram BghiP e
IND.

Os componentes das solucdes lipidicas como acido caprilico, acido
caprico e lecitina de soja também extrairam HPAs das tampas de borrachas pela
acao da temperatura. Como podem ser visto na figura 23, estas solugdes mostram

um comportamento semelhante ao do éleo de soja.
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Figura 23. Concentracdo de HPAs em acido caprilico, acido caprico e lecitina de
soja ap0Os o processo de esterilizagao.

5.10 Recuperacao

5.10.1 Recuperagao dos HPAs em amostras de amino&cidos

A Tabela 20 apresenta os valores de recuperagdao para as amostras de
aminoacidos, com o respectivo RSD%, para fortificacoes em trés diferentes niveis de
concentragéo (1 vez, 5 vezes e 10 vezes o valor do LOQ). Optou-se por escolher
uma das solugbes de aminoacidos 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 sensiveis por
deteccao fluorimétrica e a Figura 25, os HPAs sensiveis por deteccao UV para as
mesmas fortificagdes.
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Figura 24. Cromatogramas referentes a fortificagdo da amostra de aminoacidos nos

niveis 1(a), 2(b) e 3(c) sensiveis por deteccao fluorimétrica, concentracbées em mg L
! listadas na Tabela 15, fluxo 1,3 mL/min € Aexc 340 NM, Aem 425 Nm. Onde se tem (1)
Fluoranteno, (2) Pireno, (8) 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 a fortificagdo da amostra de aminoacidos nos
niveis 1 (a), 2 (b) e 3 (c) sensiveis por deteccdo UV concentracdes em mg L™,
listadas na Tabela 15, fluxo 1,0 mL/min e A 254 nm. Onde se tem (1) Naftaleno, (2)

Acenatftileno, (3) Fluoreno, (4) 2-Bromonaftaleno e (5) Fenantreno
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Tabela 20. Valores de recuperacdo € RSD% para amostras de aminoacidos, em 3
niveis de fortificacdo, obtidos com as curvas analiticas preparadas em solvente,

conforme condi¢c6es cromatograficas descritas no item 5.1.

Composto Fortificacdo (mg L™) ;Z;?apzr::g;z;
0,09 99,9+4.2
2-Bromonaftaleno 0,45 114,8+1,5
0,90 117,1 +£10,3
0,15 119,1 £ 0,9
Acetonaftaleno 0,75 120,1+0,4
1,50 97,8 + 6,1
0,33 118,0£1,3
Benzo(a)Antraceno 1,65 122,1+2,6
3,30 117,3+4,3
0,06 114,8 £6,3
Benzo(a)Pireno 0,30 113,471
0,60 116,3+£1,6
0,14 119,8 £1,2
Benzo(b)Fluoranteno 0,70 119,0£0,7
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+28
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 extracdes para 3 niveis de fortificacao diferentes e 3 injegcdes cada extracao).

Para todas as amostras analisadas, o valor encontrado para os HPAs ja
presentes nas mesmas foi descontado do adicionado.

Como podem ser observados na Tabela 20, os valores de recuperacao
dos analitos a partir das amostras de aminoacidos foram em média de 110,6%,
mostrando que o método desenvolvido é satisfatorio para a avaliagdo da presenca e
quantificacdo de HPAs em amostras de aminoécidos. Os valores de desvio padréo
relativos ficarem entre 0,7 e 7,1% para os analitos em questao.

5.10.2 Recuperagéo dos HPAs em amostras de solugdes lipidicas

A Tabela 21 apresenta os valores de recuperacdo para as amostras de
solugdes lipidicas, com o respectivo RSD%, para fortificacbes em trés diferentes
niveis de concentragao (1 vez, 5 vezes e 10 vezes o valor do LOQ). Optou-se aqui,
por escolher uma das emulsdes lipidicas para representar todas as amostras da

mesma classe, sendo assim, utilizou-se Lipovenos 20%.

Tabela 21. Valores de recuperagédo e RSD% para amostras de solugéo lipidica, em 3
niveis de fortificacdo, obtidos com as curvas analiticas preparadas em solvente,

conforme condi¢des cromatograficas descritas no item 5.1.

o ; Recuperacao*
Composto Fortificacdo (mg L") o
Média =+ RSD%
2-Bromonaftaleno 0,09 108,9+2,4

0,45 106,8 £ 5,1
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0,90 101,3 £ 4,1
0,15 98,58 +1,9
Acetonaftaleno 0,75 102,58 = 2,6
1,50 97,5+1,6
0,33 87,5£3,3
Benzo(a)Antraceno 1,65 107,9£6,2
3,30 96,9 * 3,4
0,06 122,7£ 3,6
Benzo(a)Pireno 0,30 118,5 £ 3,51
0,60 114,3+£ 3,6
0,14 99,1+ 21
Benzo(b)Fluoranteno 0.70 105,0+1,7
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+35
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+25
Pireno 0,35 109,96 + 8,3
0,70 111,9+3,2

Como podem ser observados na Tabela 21, os valores de recuperacao
dos analitos a partir das amostras de aminoacidos foram em média de 102,5%,
mostrando que o método desenvolvido é satisfatorio para a avaliagdo da presenca e
quantificacdo de HPAs em amostras lipidicas. Os valores de desvio padrao relativos
ficarem entre 1 e 8,3% para os analitos em questao.

5.10.3 Recuperagao dos HPAs em amostras de medicamentos.

Na Tabela 22 temos os valores de recuperagdo para as amostras de
Fresofol 1 e 2% e Dopamina, com o respectivo RSD%, para fortificacbes em dois
diferentes niveis de concentragédo (1 vez e 10 vezes o valor do LOQ).

Tabela 22. Valores de recuperacdo e RSD% para amostras de Fresofol 1 € 2% e
Dopamina, em 2 niveis de fortificacdo, obtidos com as curvas analiticas preparadas
em solvente, conforme condigbes cromatograficas descritas no item 5.1.

Recuperacao*
Fortificacao T o
Composto ) Média + RSD%
P (mg L")
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 £3,0 989+29
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0,15 99,5+25 95,8 +4,1 97,8 +2,6
Acetonaftaleno

1,50 103,5+2,3 97,9+23 995+1,2

0,33 89,5+4,6 92,5+15 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 1,40 985+22  837+36 1009+19

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 89,9125 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 89,226 82,045 106,7 £2,5
Pireno
0,70 87,9 +2,1 94,1 +£2,6 100,9 + 2,1

*n= 9 (3 extragdes para 2 niveis de fortificagdo diferentes e 3 inje¢cdes cada

extracao).

A Tabela 23 apresenta os valores de recuperacdo para as amostras de
Dobutamina, Ranitidina e Fenitoina com o respectivo RSD%, para fortificacées em
dois diferentes niveis de concentracao (1 vez e 10 vezes o valor do LOQ).
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Tabela 23. Valores de recuperagcdo e RSD% para amostras de Dobutamina,
Ranitidina e Fenitoina em 2 niveis de fortificacdo, obtidos com as curvas analiticas

preparadas em solvente, conforme condicées cromatograficas descritas no item 5.1.

Recuperacao*
Fortificacao adi o
Composto . Média + RSD%
P (mg L)
Dobutamina  Ranitidina Fenitoina
0,09 82,5 +5,1 95,6 + 3,1 88,9+29
2-Bromonaftaleno
0,90 95,3 +2,1 95,9 £2,1 102,4 £2,3
0,15 99,2+4,0 89,3126 105,2 £ 3,1
Acetonaftaleno
1,50 103,6 +2,6 103,325 96,8 +2,3
0,33 80,9 £ 3,9 105,6 + 3,6 101,2+24
Benzo(a)Antraceno
3,30 86,9+1,9 98,8 £ 3,2 95,8+2,8
0,06 95,8+25 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 96,2440  1009%26  995%15
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
0,12 943+25 121,1£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 99,9122 90,9 £ 2,1 105,227
1,91 87,5+£3,9 87,1+£4,0 90,1+25
Indeno(1,2,3-cd)Pireno
19,10 92,9129 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 +21
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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

*n= 9 (3 extragdes para 2 niveis de fortificagdo diferentes e 3 inje¢cdes cada

101,5+2,6 96,5 +2,3

extracao).

A Tabela 24 apresenta os valores de recuperacdo para as amostras de
Fenobarbital e Dipirona Sodica, com o respectivo RSD%, para fortificacées em dois

diferentes niveis de concentracédo (1 vez e 10 vezes o valor do LOQ).

Tabela 24. Valores de recuperacdo e RSD% para amostras de Fenobarbital e
Dipirona Sdédica, em 2 niveis de fortificacdo, obtidos com as curvas analiticas

preparadas em solvente, conforme condi¢ées cromatograficas descritas no item 5.1.

Recuperacao*
Fortificacao adi o
Composto . Média + RSD%
P (mg L")
Fenobarbital Dipirona Sodica
0,09 89,8 +3,5 107,0 £3,8
2-Bromonaftaleno
0,90 98,5+25 100,325
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+45
Benzo(a)Pireno

0,60 96,3+2,8 92,8+25
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+25 84,4+438

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

19,10 985+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+29 93,0+2,6

Pireno
0,70 95,8 £+ 3,8 96,8 £ 3,5

*n= 9 (3 extragdes para 2 niveis de fortificagdo diferentes e 3 inje¢cdes cada

extracao).

Observando as tabelas 22, 23 e 24 pode-se perceber que os valores de
recuperacao dos analitos a partir das diferentes amostras de medicamentos
estiveram entre 80,9 e 127,5%, sendo que a maior parte das amostras apresentou
niveis de recuperagdo muito proximo de 100%. Pode-se observar também que os
valores de desvio padrao relativo ficou entre 1,1 e 6,1% para os analitos em questao.

5.11 Avaliagcao da presen¢ca de HPAs em amostras comerciais

O procedimento desenvolvido foi aplicado em 6 amostras de aminoacidos
(Tabelas 12 e 13), sendo que para Priméne foi analisado trés diferentes lotes da
mesma formulagado; 4 amostras de solucdes lipidicas (Tabela 14) e 8 amostras de
medicamentos injetaveis (Tabela 15). A escolha do numero de amostras deve-se a
quantidade das mesmas que estavam disponiveis. A analise das amostras indicou a
contaminagdo das mesmas por HPAs, algumas amostras apresentaram até 4
diferentes analitos.
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A aplicagéo do procedimento desenvolvido ndao apresentou dificuldades,
pois durante as etapas de desenvolvimento e validacao empregou-se amostra real

para os testes de recuperacao dos compostos.

5.11.1

comerciais.

Determinagdo cromatografica de HPAs em amostras de amino&cidos

A concentragdo dos HPAs em solu¢gdes comerciais de aminoacidos
usadas na nutricdo parenteral € mostrada nas tabelas 25 e 26. Foram analisadas
trés amostras de cada lote.

Trés diferentes lotes das amostras de Priméne (Tabela 25) foram
analisadas, onde nas trés amostras foram identificados 4 HPAs, entre estes que
apresentou maior concentracdo foi o B(ghi)P que teve uma variacao entre 0,14 e
0,177 mg L' As amostras de Aminoped, apresentaram 3 diferentes HPAs,

destacando-se aqui PYR com uma concentragdo de 0,16 mg L.

Tabela 25. Determinacdo de HPAs em amostras comerciais de aminoacidos —
Priméne, Aminoped

Priméne (1) Priméne (2) Priméne (3) Aminoped
HPAs (mg L") Baxter Baxter Baxter Fresenius
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 andlise 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 trés contaminantes que variaram a concentragdo entre 0,07 mg
L' (BaP)e 0,08 mgL" (PYR)

Ja para as amostras de Aminoesteril detectou-se apenas PYR, 0,11 mg L™
e as amostras de Aminoesteril Hepa 8% né&o foi detectado nenhum dos HPAs
estudados.

Tabela 26. Determinagcdo de HPAs em amostras comerciais de aminoacidos —
Aminoplasmal, Nefroamino, Aminoesteril, Aminoesteril Hepa 8%

Aminoplasmal Nefroamino B. Aminoesterii Aminoesteril

i ()
HPAs (mg L) B. Braum Lab.  Braum Lab. Fresenius Hepa 8%

Fresenius

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 Determinacdo cromatografica de HPAs em amostras de emulsdes lipidicas

comerciais.

A concentragcdo de HPAs em amostras de emulsdes lipidicas comerciais
esta 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
emulsdes lipidicas apresentaram contaminacdo por BaP e PYR, onde houve
variacdo na concentragdo dos mesmos entre 0,07 mg L' (PYR em amostras de
Lipofundim 10%) e 0,19 mg L™ (BaP em amostras de Lipovenos 20%). Nas amostras
de Lipovenos 10 e 20% foram detectados 0,15 e 0,13 mg L' de FLR,

respectivamente.
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Tabela 27. Determinacao de HPAs em amostras comerciais de emulsdes lipidicas —
Lipofundin 10 e 20% e Lipovenos 10 e 20%

Lipofundin Lipofundin Lipovenos Lipovenos
HPAs (mg L™ 10% Fresenius 20% Fresenius 10% 20%
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+ 41 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 Determinagéo cromatografica de HPAs em amostras de medicamentos.

A concentracdo de HPAs em amostras de medicamentos injetaveis

utilizadas em bebés prematuros estd mostrada nas tabelas 28 e 29.

Como pode ser observado na Tabela 28, todas as amostras de

medicamentos injetaveis, Fresofol 1%, Fresofol 2%, Dobutamina e Ranitidina
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apresentaram contaminacédo por HPAs, sendo que nos 4 diferentes medicamentos
foram identificados os mesmos quatro analitos em concentracbes que variaram de
0,12 mg L' (PYR) em amostras de Ranitidina e 0,31 mg L (BaP) em amostras de
Fresofol 1%.

Para os demais medicamentos analisados (Tabela 29), as amostras de
Fenobarbital apresentaram contaminagdo somente por BaP, 0,06 mg L™, Dipirona
Sédica teve dois HPAs detectados, BaP (0,07 mg L") e PYR (0,10 mg L), em
Fenitoina trés analitos que variaram entre 0,09 e 0,29 mg L'. As amostras de
Dopamina apresentaram contaminag¢ao por PYR, numa concentracdo de 0,10 mg L
]

Tabela 28. Determinacdo de HPAs em amostras de Fresofol 1 e 2%, Dobutamina e

Ranitidina
Fresofol 1% Fresofol 2% Dobutamina  Ranitidina
HPAs (mg L") 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 £442 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+75 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+29 0,14 £1,77 0,12 +4,33
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Tabela 29. Determinacdo de HPAs em amostras de Fenobarbital, Dipirona Sddica,

Fenitoina e Dopamina

Fenobarbital Dipirona Fenitoina Dopamina

HPAs (mg L™) Sodica

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




Conclusgo 116

6 CONCLUSOES

Os métodos de HPLC com detecgdo fluorimétrica e UV utilizados
demonstram sensibilidade adequada para deteccdo dos HPAs estudados em
amostras de solugdes lipidicas, de aminoacidos e medicamentos injetaveis testados,
sendo considerada uma medida adequada de exposi¢cao aos HPAs. A metodologia
testada apresenta baixa interferéncia da matriz nas analises, sendo que apenas
separacao e pré-concentracdo através de colunas de poliestireno de confeccdo
propria foram necessdarias para o preparo das amostras antes da analise. Desta
forma, um grande numero de amostras pode ser analisado em intervalo de tempo
relativamente curto.

Na primeira etapa deste trabalho foi analisado a concentracdo de HPAs
presentes no negro de fumo e posterior em amostras de borracha utilizadas para
fechar as embalagens. O método de extracdo para as amostras foi satisfatério,
sendo que um pequeno consumo de solvente e um tempo de extragdo também
pequeno foi necessario para identificar, bem como quantificar os analitos. As
amostras de borracha analisadas estavam contaminadas por HPAs, sendo assim de
grande importancia esta etapa. Uma vez que estas estdo contaminadas, pode haver
a contaminacao de solugdes de aminodacidos e lipideos, os quais ficam em contato
com as mesmas.

A segunda etapa deste trabalho consistiu na aplicagdo do método de
separagao/pré-concentragdo com as colunas de poliestireno para verificar os teores
de contaminagcdo de HPAs em amostras de aminodacidos, solugoes lipidicas e de
medicamentos injetaveis. O objetivo foi verificar o impacto do uso de tampas de
borrachas, nas quais foi detectada contaminagdo 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
Fenitoina.

Os resultados apresentados indicam que as borrachas de seringas e
aquelas utilizadas em tampas de medicamentos podem ser uma fonte de
contaminagao de HPAs para os usuarios dos mesmos. Levando em consideracao os
efeitos mutagénicos e carcinogénicos dos HPAs, justifica-se a importancia destas

analises.
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Método 5506 proposto pelo National Institute for Occupational Safety and
Health (NIOSH) para analise de HPAs utilizando cromatografia liquida de alta

eficiéncia com deteccédo UV e fluorimétrica.

POLYNUCLEAR AROMATIC HYDROCARBONS by HPLC

Formulae: Table 1

MW: Table 1

CAS: Table 2

RTECS: Table 2

METHOD: 5506, lssue 3

EVALUATION: PARTIAL

Issue 1: 15 May 1985
Issue 3: 15 January 1998

OSHA : Table3 PROPERTIES: Table1
MNIOSH: Table3
ACGIH: Table 3
Comp: d acenap benzojghfjperylene fluorene
acenaphthylens benzofajpyrens indena{1,2, 3-cdjpyrene
anthracene benzofelpyrene: naphthalene
benz{ajanthracens chrysene phenanthrena
benzofbifluoranthens dibenz{a hjanthracene pyrena
fluoranihene
NAMES & SYNONYMS: Polycyclic aromatic hydrocarbons, PAHs; also see Tabie 2.
SAMPLING MEASUREMENT
SAMPLER: FILTER + SORBENT TUBE TECHNIQUE: HPLC, FLUORESCENCEAW
(37-mm, 2-um, PTFE +washed XAD-2, 100 DETECTION
mg/s0 ma)
AMALYTE: compounds listed above
FLOW RATE: 2 Limin
EXTRACTION: 5 mL acetonirile; ultrasonic bath, 30 to 60
VOL-MIN: 200 L minutes.
-MAX: 1000 L INJECTION
VOLUME: 1010 50 pL.
SHIPMEMNT: transfer filters o culture tubes; wrap sorbent
and culture fibes in Al foil; ship @ 0 *C MOBILE PHASE: aceionitrieiwater gradient @ ambient
SAMPLE temperature, 1 mL/imin
STABILITY: unknown; protect from heat and UV Bght
COLUMN: 250 x 4,6-mm, reversed-phase, 5-um C,,
FIELD BLANKS: 310 10 field blanks per set
MEDIA BLANKS: 6 o 10 media blanks per set DETECTOR: UV (@ 254 nm; fluorescence @ 340 nm
425 nm ission;
ACCURACY '
CALIBRATION: standands in acetonitrile
RANGE STUDIED: not determined
RANGE: see EVALUATION OF METHOD
BIAS: not determined
ESTIMATED LOD: see EVALUATION OF METHOD
OVERALL
PRECISION &,): not determined PRECISION §,):  see EVALUATION OF METHOD
ACCURACY: not determined
APFLICABILITY: This method is applicable to that can be wiih ile. This method is not applicable to samples

that require a different extraction solvent or contain large amounts of highly adsorptive particulate matter, e.g., fly ash or diesel soot; also,
this method is not applicable to asphatt fume samples.

INTERFERENCES: Any compound that elutes at the same HPLC retention time may interfere. Heat, ozone, NO,, or UV fight may cause

sampile degradation.

OTHERMETHODS: This revises PSCAM 206 and 251 [1]. Method 5515 uses the same sampling technique, with gas chromalographic
measurement [2]. Method 5800 uses the same sampling technique, and a flow-injection method to defermine lotal polycyclic ammatic
compounds at wo difierent sets of fluorescent wavelengths [3).

NIOSH Manual of Analytical Methods (NMAM), Fourth Edition
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ANEXO B

Estrutura e classificacdo dos aminoacidos.

v" Aminoacidos basicos

pK; (a-COOH): 2,16 pKz (a-NH3%): 9,06
@)
I

H,N

NH,

Lisina (Lys)

v Aminodacido acido
pK; (a-COOH): 2,10 pKz (a-NHz%): 9,47
O O

| |
HOWOH

NH,,

Acido Glutamico (Glu)
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v' Aminoécidos apolares
pK; (a-COOH): 2,32 pK:z (a-NH3%): 9,76

H,C
3 \)\(\OH

NH,,

Isoleucina (Ile)




pK; (a-COOH): 2,33 pKz (a-NHs*): 9,74
O

C |
3 OH

CH; NH,

H

Leucina (Leu)

pK; (a-COOH): 2,13 pK; (a-NH3%): 9,28
O

HC oH
N

Metionina (Met)

v" Aminoacidos polares
pKi (a-COOH): 2,35 pKz (a-NH3%): 9,78

Glicina (Gly)

Fonte: http://www.moodle.ufba.br/
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ANEXO C

Cromatograma obtido apéds injecao de 10 uL de acetona pura, com deteccao
fluorimétrica. Eluente: acetonitrila, agua; fluxo 1,3 mL min™"; Aexc = 340 NM, Ao =
425 nm

Sinal (mV)

e R s 3 e e e

Tempo (min)



Sinal (mV)
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ANEXO D

Cromatograma obtido apéds injecao de 10 uL de acetona pura, com deteccao

UV - Eluente: acetonitrila e 4gua, 1mL min™" e A =254 nm.

T R === e =

Tempo (min)





