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Nutri¢do Parenteral é a administragdo de nutrientes por meio intravenoso em pacientes
que ndo podem consumi-los por via gastrointestinal.

Solugdes de Nutricdo Parenteral sdo armazenadas em embalagens de plastico e de
vidro, sendo o vidro o mais utilizado devido a sua estrutura rigida, resisténcia quimica,
facilidade de esterilizagdo e transparéncia. Entre os vdrios constituintes do vidro, estd o
arsénio, na forma de As,O; usado como agente de refino para promover a remogdo das bolhas
geradas no fundido.

O arsénio € altamente téxico, contudo, sua toxicidade ndo € dependente apenas da sua
concentracdo total, mas de suas formas quimicas, pois das espécies inorgénicas, a arsina
(AsHs3) € mais téxica que o arsenito (As(IIl)) e, este, mais téxico que o arsenato (As(V)). O
arsénio é metilado no organismo alternando de estado de oxidag¢do de arsénio pentavalente a
arsénio trivalente e adi¢do do grupo metil através de S-adenosilmetionina. Glutationa, e outros
tidis, servem como agentes redutores, formando primeiramente o 4cido monometil arsénico
(MMA) e logo a seguir o acido dimetil arsinico (DMA). Por isso a metilagdo € conhecida
como um mecanismo de desintoxicacdo, mas estudos mostram que o MMA e DMA podem
ser tanto quanto ou mais mutagénicos, carcinogénicos e citogénicos que os arsénios
inorganicos.

Estudos mostraram que quase todas as substancias que fazem parte da constitui¢io das
formulagdes parenterais, como: solu¢des de aminodcidos, solugdes salinas, glicose e
heparinas, podem apresentar contamina¢do por arsénio (As(IIl e As(V)) sendo a embalagem
de vidro a maior fonte de contaminacao. As espécies de arsénio (As(IIl) e As(V)) podem ser
lixiviados pela solucdo por diferentes mecanismos, sendo o processo de esterilizagdo o fator

determinante para que isso ocorra.
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Devido as implicacdes toxicoldgicas em torno da presenca de espécies de arsénio nos
produtos € importante que se investigue possiveis transformagdes das espécies de arsénio
durante o processo de esterilizacdo das solugdes de nutri¢do parenteral.

Neste trabalho, investigou-se a possibilidade de formacgdo de arsénio orginico
(DMA(V) e MMA(V)), devido a reacdo de metilacdao das espécies de arsé€nio inorginico por
reacdo com as espécies orgénicas dos constituintes de tais solucdes.

Para esta investigacdo foi necessdria uma andlise de especiacdo. A separacdo das
espécies de arsénio (DMA(V), MMA(V) e As(V)) foi feita por cromatografia i6nica, e a
quantificagcdo por espectrometria de absorcao atdmica com geragao de hidretos.

Devido a natureza complexa e a elevada concentracdo dos constituintes das matrizes a
injecdo direta das amostras no sistema cromatografico ndo foi possivel, sendo necessaria,
portanto, uma etapa prévia de “clean up”.

Procedeu-se a esterilizacdo em solugdes de substancias orginicas que constituem as
solugdes de nutricio parenteral, como solugdes de aminodcidos, glicose e vitaminas, com
adicdo de arsé€nios inorgénicos e, através da comparacdo dos resultados entre as solugdes
esterilizadas e ndo esterilizadas ndo se observou a formacgéo de espécies orginicas de arsénio
(DMA(V) e MMA(V)).

Realizou-se, assim, a especiacdo das espécies de arsénio (As(IIl), DMA(V), MMA(V)
e As(V)) em solugdes comerciais constituintes das formulacdes parenterais e pode-se concluir
que se hd a formacdo de arsénio orgénico, as concentra¢des sdo muito baixas, sendo menores

que os limites para arsénio permitidos pela farmacopéia.
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Parenteral nutrition is the nutrients administration by intravenous mean in patients
who cannot consume them for gastrointestinal way.

Parenteral Nutrition Solutions are stored in glass and plastic containers, being the glass
the most used due to its rigid structure, chemical resistance, sterilization easiness and
transparency. Among glass constituents is the arsenic, in form of As;Os, used as refining
agent to promote bubbles removal generated in the casting one.

Arsenic is highly toxic. Its toxicity however is not dependent on its concentration only,
but on its chemical form. Among inorganic species, arsine (AsH3) is more toxic than arsenite
(As(II)) which is, more toxic than the arsenate (As(V)). Arsenic is methylated in the
organism alternating the oxidation state of arsenic pentavalent the trivalent. The methilation is
known as a detoxification mechanism, but studies have been shown that forms of MMA and
DMA may be as mutagenic, carcinogenic and cytogenic as the forms of inorganic arsenic, or
even more.

Studies have been shown that most substances used in parenteral formulations, as:
salts, amino acid, glucose and vitamins, can present Arsenic (As(IIl and As(V)) as
contaminant. The species of Arsenic (As(II) and As(V)) can be present in the raw material or
be leached from glass containers by different mechanisms, being the sterilization process the
determinative factor for that this to occur.

Despite toxicological implications around the presence of species of Arsenic in these
formulations it important to investigate the possible transformation of the species of arsenic
during the sterilization process of parenteral nutrition solutions.

In this work, it was investigated the possibility of formation of organic arsenic species
(DMA(V) and MMA(V)), due to methilation reaction of the arsenic inorganic species for

reaction with the organic species of parenteral nutrition solutions.



The arsenic species separation (DMA(V), MMA(V) and As(V)) was carried out by
ionic chromatography, and the quantification by hydride generation atomic absorption
spectrometry.

Due to the complex nature of the matrix constituent the direct injection of the samples in the
chromatographic system was not possible, being necessary, therefore, a "clean up" step was
developed.

The sterilization procedure was carried out with solutions of amino acids, glucose and
vitamins, with addition of inorganic arsenic species. The comparison of the results between
sterilized and not sterilized solutions showed that arsenic organic species (DMA(V) and
MMA(V)) were not formed in solution.

The arsenic speciation analysis (As(IIl), DMA(V), MMA(V) and As(V)) in
commercial solutions of parenteral nutrition showed that if they contain organic arsenic, the

concentration is very low, being lesser than the limit for arsenic allowed by pharmacopeias.
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1 INTRODUCAO

A toxicidade do arsénio ndo depende somente da sua concentragdo total, mas também
de suas formas quimicas. Das espécies inorganicas de arsénio, a arsina é a espécie mais toxica
enquanto que o arsenito € aceito como sendo mais téxico que arseniato [1].

O arsénio inorginico € reduzido no sangue de As(V) a As(Ill), metilados
oxidativamente a dcido monometil ars€nico (MMA) e em seguida a dcido dimetil arsénico
(DMA). Assim, a metilagdo é reconhecida como um mecanismo de detoxicacdo. Porém ha
relatado que MMA e DMA podem ser mutagénicos, citogénicos e carcinogénicos tanto
quanto ou mais que os arsénios inorgénicos [2].

O arsénio pode entrar no meio ambiente como arsénio inorgénico através de pesticidas
usados na agricultura ou através de processos industriais, como na produg¢do de ligas e vidros
[1].

O triéxido de arsénio € utilizado na producdo de vidros para evitar a formacdo de
bolhas e, assim, garantir a sua transparéncia, sendo que esta € uma propriedade indispensavel
em embalagens para medicamentos que requerem inspegdo visual imediatamente antes do uso
[3].

No processo de fusdo do vidro, o trioxido é convertido a pentéxido, de tal forma que a
espécie predominante no produto final € o As(V).

Muitos dos medicamentos armazenados em embalagens de vidro possuem
propriedades redutoras, como algumas vitaminas, carboidratos e aminodcidos, ou ainda,
agentes redutores sdo adicionados para garantir a estabilidade das formulagdes.

Em estudos anteriores, comprovou-se que o arsénio pode ser extraido por infusdes
armazenadas em embalagens de vidro [4].

Neste trabalho, através de um estudo de especiagdo, por cromatografia liquida de troca
de fons com coleta de fracdes e determinacdo por espectrometria de absor¢do atdmica com
geracdo de hidretos, observou-se a possibilidade do As(V) ser reduzido pela interacdo com
substancias redutoras comumente utilizadas em formulacdes medicamentosas. Ainda estudou-
se a possibilidade de substincias orginicas promoverem a metilacdo das espécies de arsénio
inorganico, convertendo-as assim nas respectivas espécies organicas (DMA e MMA).

Além disso, averiguou-se se a conversdo ocorreria ou seria acelerada durante o

processo térmico para a esterilizacdo do produto envasado.



1.1 Solucao de Nutricao Parenteral

A Nutricdo Parenteral (PN) consiste na administracio de todos os nutrientes
necessdrios, via intravenosa, a individuos que ndo podem consumir nutrientes via trato

gastrointestinal. O conceito nutri¢do parenteral foi proposto por Dudrick em 1968 [5].

Este tipo de nutri¢do pode ser realizado de forma total ou 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, para pacientes cirdrgicos, pré e pds-operatorio, e

pacientes pedidtricos [6].

Quando os individuos s@o completamente incapazes de comer normalmente e nio
podem se manter sob o ponto de vista nutricional, torna-se necesséria a nutricdo parenteral
total como modalidade terapéutica primaria. E aplicada ao tratamento de pacientes com
fistulas enterocutaneas, enteropatia inflamatéria, pacientes com insuficiéncia renal aguda e

cronica, insuficiéncia cardiaca e insuficiéncia hepatica.

As solugdes usadas na nutri¢do parenteral sdo formuladas para:

. Garantir um nivel caldrico suficiente e um bom balango entre calorias e nitrogénio;

o Suprir dgua, eletrélitos e carboidratos necessarios ao corpo;

° Atuar como veiculo para infusio de medicamentos que sdo compativeis com a
solucio;

. Agir como expansores do plasma;

. Promover diurese quando o corpo esté retendo fluidos;

° Agir como agente dialisante em pacientes com func¢ao renal enfraquecida.

A composi¢do bdsica do preparo parenteral é relativamente padronizada. As misturas
contém trés categorias de nutrientes: proteinas, na forma de aminodcidos; acticares, como a
glicose; e lipideos. Sdo produzidas como solucdes aquosas, hidrolisados protéicos e ainda
como emulsdes. Para manter um metabolismo celular normal, as solu¢des devem conter sais
minerais, como eletrélitos, vitaminas e elementos traco. Os elementos traco considerados
essenciais para o metabolismo humano normal incluem cobalto, cromo, cobre, iodo, ferro,

manganés, molibdénio, selé€nio e zinco.

As formulagdes parenterais tém sido objeto de numerosos estudos, visando o

melhoramento da esterilidade, apirogenicidade, o monitoramento de contaminagdes, a



normalizagdo da composicio e estabilidade, pois, apesar de todos os cuidados, as técnicas
envolvidas ndo sdo totalmente isentas de riscos, existindo tanto o risco de contaminacio
microbioldgica, no momento da administragdo, como também contaminagido quimica, como é
0 caso da contaminacgdo por elementos como aluminio, niquel, cromo, germanio, chumbo e

arsénio, entre outros [7-10].

1.1.1 Classificagdo das solugdes de Nutrigdo Parenteral

As formulacdes parenterais sdo classificadas em solugdes parenterais de grande
volume e solugdes parenterais de pequeno volume. A designagéo solucio parenteral de grande
volume, segundo a farmacopéia americana (USP), € aplicada a solucdes para uso intravenoso,
embaladas em recipientes com 100 mL ou mais de capacidade. As formulacdes de grande
volume incluem solucdes de aminoacidos, emulsdes lipidicas e solugdes para o suporte renal,
hepético e para recém nascidos.

Solugdes salinas como de cloretos de sddio (0,9 e 10%) ou potassio (7,5 e 10%), assim
como de glicose (10 e 50%) sao alguns exemplos de solugdes de pequeno volume, as quais
sdo armazenadas em embalagens com até 100 mL de capacidade. Nesta classificagdo também
estdo outros eletrélitos como os cloretos de cdlcio e magnésio, bicarbonato de sédio e
vitaminas, em concentracdes que variam de acordo com as necessidades de cada paciente.

A administracdo intravenosa fornece uma rota de dispersdo rdpida de grandes
quantidades de fluidos e medicamentos a todas as partes do corpo, alcancando um efeito
terapéutico rapido. A velocidade de infus@o deve ser controlada para estabelecer e manter os

niveis desejados [11].

1.2 Embalagens utilizadas em Nutri¢cao Parenteral

Basicamente, existem dois tipos de embalagens utilizadas para armazenar solugdes de
nutricdo parenteral: embalagens plasticas e embalagens de vidro.

As embalagens plasticas tornaram-se comercialmente disponiveis somente na década
de 80. Ao contrério do vidro, que ¢ um produto inorganico, o pldstico € de natureza orgénica e
polimérica. Os plasticos mais importantes para embalagens de solugdes parenterais sdo as
poliolefinas (polipropileno, polietileno e copolimeros de etileno e polipropileno) e o cloreto

de polivinila (PVC).



1.2.1 Embalagens de vidro

Os vidros sd3o mais utilizados como embalagens pelas indudstrias farmacéuticas, em
virtude de sua estrutura rigida, sua alta resisténcia quimica, facilidade de esterilizacdo e
transparéncia.

Recipientes de vidro sdo muito utilizados para o armazenamento de medicamentos. O
uso de embalagens de vidro na industria de solugdes parenterais se deve, principalmente, as
seguintes caracteristicas:

e possuem excelente resisténcia quimica na interacdo com o contetido, ndo absorvendo
nem liberando componentes organicos;

e o vidro é impermedvel a entrada ou saida de gases;

e sio facilmente limpas, por causa de sua superficie lisa;

e sio transparentes, facilitando a inspecdo do contetido;

e 3o rigidas, fortes e dimensionalmente estiveis, suportam vicuos e podem ser
aquecidas a 121°C para esterilizacdo a vapor, ou a 260°C para esterilizagcdo seca, sem
deformacio;

e podem ser facilmente confeccionadas a partir de um molde.

No vidro existem vérios constituintes que podem ser divididos em cinco categorias,
tomando-se por base a funcdo que desempenham no processo: formador, fundente, agente
modificador, agente de cor e agente de refino [12].

Os formadores de vidro sd3o os responsdveis pela formacdo da rede tridimensional
estendida aleatdria; os principais formadores comerciais sdo: SiO; (silica), BoOs e P,Os.

Os fundentes t€m a funcdo de reduzir a temperatura de processamento para valores
inferiores a 1600 °C, sendo os mais comuns os 6xidos de metais alcalinos (litio, sédio e
potassio) e o PbO.

A degradagdo das propriedades é usualmente controlada pela adicdo de agentes
modificadores, os quais incluem os 6xidos de metais de transicdo e de terras-raras e,
principalmente, a alumina (Al,O3).

Os agentes de refino sdo adicionados para promover a remog¢do de bolhas geradas no
fundido, sendo utilizados em quantidades muito pequenas (<1%mol). Incluem-se ai os 6xidos
de antimdnio e arsénio (As,03), KNO3, NaNO3, NaCl, CaF,, NaF, NajAlF; e alguns sulfatos.

Os agentes de cor, como o proprio nome sugere, sdo utilizados para conferir cor aos

vidros. Os vidros coloridos s@o, usualmente, produzidos pela adicdo de compostos de metais



de transi¢do 3d ou de terras raras 4f. Contudo, a cor final obtida depende do estado de
oxidacdo do metal, da sua concentragido, da composicao do vidro e do tratamento térmico ao
qual foi submetido.

Uma caracteristica importante do vidro para uso farmacé€utico € a resisténcia ao ataque
quimico, ou a durabilidade quimica. Esta durabilidade, também denominada estabilidade
quimica, é expressa pela resisténcia hidrolitica, isto é, a resisténcia em liberar substincias
minerais soliveis para a d4gua, quando em contato com a superficie interna do recipiente. A
resisténcia hidrolitica € calculada pela titulagdo da alcalinidade [11, 13].

As farmacopéias Americana e Britanica desenvolveram uma especificagio para
classificac@o dos vidros, de acordo com a resisténcia hidrolitica [13,14]:

Tipo I: vidros borosilicatos, com elevada resisténcia hidrolitica, devido a sua
composicdo quimica. Possuem uma quantidade relativamente baixa de Na,O e uma
quantidade relativamente alta de B,0O; e Al,Oj;, responsdveis pela durabilidade quimica
superior. A funcdo mais importante do B,Os é agir como um fundente ndo alcalino,
facilitando a fusdo do vidro pobre em NayO. Na forma de tubos, sdo usados na fabricagcdo de
vials, ampolas, corpo das seringas e componentes para a administracdo de grandes volumes
parenterais. As solucdes de pequeno volume geralmente estdo disponiveis em seringas ou
cartuchos de vidro de dose unica. Estes vidros sdo apropriados ndo sé para uso parenteral,
como também para sangue humano e seus componentes.

Tipo II: vidros sddio-cédlcicos tratados. O processo usado para dealcalinizar a
superficie é conhecido como tratamento sulfirico e € feito para melhorar a resisténcia
quimica. Tipicamente, diéxido de enxofre € introduzido nos frascos recém formados,
passando na maquina da forma para o recozimento. O SO, reage com a superficie do vidro
para formar sulfato de sédio. Frascos frios podem ser tratados pela introdu¢@o de enxofre ou
um composto de enxofre, tais como 4cido sulftirico ou sulfato de amonio e reaquecidos dentro
da faixa de temperatura de recozimento, em torno de 550° C ou mais. Com o tratamento com

S0O,, areagdo global que ocorre € a seguinte:

SO, + ¥2 O, + NayO (do vidro) — NaySOq4 (1)

Ions hidrogénio, provavelmente oriundos da umidade ambiente, t€tm um papel
importante. Primeiro, ocorre a formagdo de dcido sulfiirico na superficie do vidro, seguida

pela troca de {ons hidrogénio com fons sédio do vidro.



SO, + 12 0O, + HO — H,SO4 2)
H,SO4 + Na(vidro) — Na,SO4 + H(vidro) 3)

O produto final € a troca idnica e difusdo dos fons H" dentro do vidro. A intensidade
de dealcalinizacdo € indicada pela quantidade de sulfato de sddio produzido na superficie do
vidro. Tipicamente, a quantidade de sddio no depdsito de sulfato € igual aquela na superficie
do vidro, de alguns décimos de micrometro de espessura. Os frascos sd@o comercializados com
uma “névoa” de sulfato de sddio presente. A névoa € retirada quando eles sdo lavados antes
do envase, aumentando a eficiéncia da limpeza. Este processo ndo somente reduz a
abundéncia de fons sédio disponiveis na superficie para a reagdo com o produto liquido, mas
também a estabilidade da superficie alterada é grandemente aumentada, e a extragdo de todos

os componentes do vidro pelo contetdo do frasco é reduzido.

A dealcalinizacdo pode também ser feita com outros gases dcidos. O gés cloridrico,
por exemplo, conduz a formacdo de cloreto de sédio em vez de sulfato de sédio. Em geral,
vidros Tipo II ndo sdo comumente usados para armazenar solucdes parenterais, mas para
preparacdes aquosas para uso parenteral com pH menor que 7, sendo necessdrio verificar a

estabilidade de cada preparagdo neste tipo de recipiente [11].

Tipo III: sdo vidros sédio-cdlcicos ndo tratados. Possuem resisténcia hidrolitica
moderada e sdo apropriados para solugdes ndo aquosas e s6lidos para uso parenteral e ndo

parenteral, além de alimentos, vinhos, cervejas, dgua e cosméticos.

Tipo IV: sdo vidros sodio-cdlcicos também denominados NP (Ndo Parenterais).
Possuem baixa resisténcia hidrolitica e s@o utilizados para preparacdes sélidas, liquidas ou

semi s6lidas, que ndo sdo empregadas por via parenteral.

O teste de resisténcia hidrolitica é normatizado segundo as farmacopéias americana e
britanica [5,6], onde o vidro € moido em pequenos fragmentos, peneirado, lavado e levado a
autoclave com dgua ultrapura por 30 minutos. Depois de decantada, uma porg¢ado € titulada
com acido sulfurico 0,02 N. Os vidros sdo classificados de acordo com o volume de acido
gasto na titulacdo (item 2.6). Vidros Tipo I, por exemplo, t€m alta resisténcia e ndo devem
consumir mais do que 1 mL de H,SO4 0,02 N. A Tabela 1 mostra a classificagao dos tipos de

vidro em fungdo do teste.



Tabela 1: Classificacao dos tipos de vidro de acordo com a resisténcia hidrolitica.

Limites

Tipo  Descri¢do do vidro Tipo de teste Capacidade do frasco” mL H,SO4
(mL) 0,02 N

I Borosilicato, Vidro moido Todos 1,0

alta resisténcia

II Sodo-célcico tratado Ataque da égua** 100 mL ou menos 0,7
Acima de 100 mL 0,2

III Sodo-célcico Vidro moido Todos 8,5

NP Sodo-célcicos Vidro moido Todos 15,0

*Capacidade se refere ao volume que o frasco contém;
**Q teste do ataque da dgua ocorre somente com dgua dentro do frasco e com 60 min de autoclavagem.

De acordo com as farmacopéias americana e britdnica, o As também deve ser
investigado no processo de extragdo dos componentes durante a autoclavagem. O As €
determinado pela conversdo do elemento a arsina e reacdo com dietilditiocarbamato de prata
para formar um complexo vermelho. A redu¢do do As ocorre com zinco metdlico em meio
dcido. A determinacdo € feita por colorimetria. O procedimento se aplica aos recipientes de
vidro que armazenam solu¢des parenterais, para o limite de arsénio extraivel (extragdo pela
autoclavagem do recipiente envasado apenas com dgua pura), o qual ndo deve ultrapassar 0,1

ppm [13,14].

1.3 Procedimento de Esterilizacao das Solu¢oes Parenterais

Para produzir um medicamento estéril, os fabricantes devem levar em consideracdo

uma série de fatores, sistemas e técnicas.

Esterilidade € definida como auséncia completa de microorganismos. O processo de
esterilizacdo, contudo, pode ser definido probabilisticamente, devido a ordem logaritmica da
destrui¢do microbioldgica e & auséncia de métodos absolutos para confirmacio de esterilidade
[11]. Visto que a determinacdo 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 confianca da esterilidade de qualquer produto, material ou substancia é dependente
do método de esterilizagdo utilizado. Os métodos de esterilizagdo mais utilizados sdo o calor

umido, o calor seco, a irradiagdo ou o uso de agentes quimicos como, por exemplo, o 6xido de



etileno, o formaldeido e o peroxido de hidrogénio. Entretanto, deve-se considerar que cada
processo de esterilizacdo tem suas limitagdes especificas. Ndo existe um método universal que
possa ser aplicado a todos os produtos, materiais e substincias. Os fatores determinantes na
escolha do método apropriado sdo: (a) sua compatibilidade com o produto, material ou
substincia a ser esterilizada; (b) a resisténcia da embalagem; (c) a penetracdo do agente em
dreas 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 seguranga e baixa toxicidade do homem; (g) simplicidade; (h) tempo requerido

para o processo e (i) sua adaptabilidade para processos em linha.

O calor umido pode ser classificado como um agente fisico de esterilizacdo. O vapor
saturado tem um alto nivel de atividade letal, com a destruicdo 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 aos outros agentes
esterilizantes. As vantagens da esterilizagdo com vapor saturado sdo a simplicidade, por
requerer apenas monitoramento de tempo, temperatura e pressdo, 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 solugdes parenterais aquosas ou meios bacterioldgicos, luvas cirtrgicas,
tanques de fermentac@o, materiais de vidro e instrumentos e utensilios de aco inoxiddvel. A

esterilizacdo € feita em batelada, em uma autoclave.

O calor seco é 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 € 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 [11].

A radiacdo gama, proveniente da aceleragdo de elétrons e do %Co, é outro método de
esterilizacdo 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
esterilizagdo por radiacdo ndo € um método universalmente aceito, mas tem sido aplicado

mais em 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 ligagdes quimicas e ainda devido ao alto custo inicial, bem como seguranca no processo.
O agente quimico mais utilizado para esteriliza¢do é o 6xido de etileno. E altamente
reativo, alquilante, toxico, inflamdvel e explosivo e ¢é empregado para esterilizar,
principalmente, materiais médicos. A destruicio dos microorganismos € diretamente
dependente da umidade, concentracao de gds, temperatura e tempo de exposicao.
O método comumente usado para esterilizacdo de solu¢des parenterais armazenadas

tanto em recipientes de vidro, como em embalagens plasticas, € a esterilizacdo por calor

umido (vapor saturado) [11].

1.4 Arsénio

O arsénio ndo € muito abundante, é um elemento que estd presente em uma média de
concentracdo na crosta terrestre de 20 mg.kg’1 e em aguas naturais na faixa de 0,2 a 40 ng.mL"
'[15,2].

Suas principais fontes sdo os sulfetos, que ocorrem em pequenas quantidades
combinados com outros minérios. Sdo, contudo bastante comuns porque sdo obtidos como
subprodutos da calcinag@o de minérios da classe dos sulfetos em altos-fornos [15].

O arsénio pode ser obtido na forma de As;O;, a partir das poeiras de exaustdo
liberadas na calcinacdo de CuS, PbS, FeS, CoS, e NiS na presenca de ar. O 6xido pode ser
reduzido a As® com carbono. Os tnicos minérios comuns de arsénio sdo as arsenopiritas,
FeAsS (cor branca acinzentada com brilho metdlico), realgar, AssS4 (coloracdo vermelho
alaranjada) e orpimento, As,S; (cor amarela). Os dois dltimos sdo encontrados em &reas
vulcénicas. O elemento As € obtido industrialmente, aquecendo-se arsenetos tais como NiAs,
NiAs;, FeAs;, ou arsenopiritas, FeAsS, a cerca de 700 °C na auséncia de ar.

Ha poucos usos para o As metdlico; mas € empregado em ligas de chumbo, para torné-
lo mais duro. Pequenas quantidades sdo usadas para dopar semicondutores e para fabricar
diodos emissores de luz (LED). Geralmente, os compostos de arsénio sdo preparados a partir
do As;Os;. Sdo utilizados principalmente como pesticidas, em medicina no combate a
parasitas, em preservativos de madeira devido a natureza toxica desses compostos [15, 2].

O Arsénio ([Ar] 3d" 4s* 4p°) pertence ao grupo 15 no sistema periddico, assim,

possuindo cinco elétrons na camada de valéncia, podendo ser encontrado em véarios estados de
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oxidacdo —III, 0, +IIT e +V. Os estados de oxidacdo mais comuns s@o +III e +V. Este elemento

pode se apresentar como compostos inorganicos e organicos, tais como mostra a Tabela 2.

[15, 16]
Tabela 2 — Estrutura dos compostos de Arsénio.
As -IIT As +I11 As +V
Inorgénico
H
O
H—As—H HO—As— OH I
I I OH—As=0
H O I
H 0]
H
Arsina Arsenito Arsenato
Orgéanicos
H
0]
H —As— CHj; HO—As— CH; I
I I H;C—As=0
H O I
H O
H
Metilarsina MMA MMA
H
H3C—AS—CH3 H3C —As— CH3 O
I I I
H @) H;C—As=0
H I
CH;
Dimetilarsina DMA
DMA
H3C —As— CH3 CH3
I I
CH; H;C —As=0
I
CH;
Trimetilarsina

TMAO



11

As -IIT As +I11 As +V

CH;
I
H3C —AS+— CH3
I
CH;
TeMA™

CH;
I
H;C —As*— CH,COO~
I
CH;
Arsenobetaina

CH;
I
H;C —As*— CH,CH,OH
I
CH;
Arsenocolina

Arsenoagucares

]
chs” Y S0

il OM
CHhs/ 0N OB

CH COH
X=SO3H, OH, OSO3H, OPO(OH)OCH2CHRCH2R
R= OH, OOC(CH2)nCH3
0

i v
(CH) hs

OH OH
Y= OCH3, OCH2(CHOH)4CH20OHOCH2CH(OH)COOH, OC(O)NHCH2COOH

I-I-:I-% ] 0 OE0s HHz

HO/E/H\C(E/‘ Als /\D/I:I <N | -
C

: & OH OH 1]1 N/J

8]
H
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1.5 Funcao dos 6xidos de As na formacao do vidro

O arsénio pode estar presente no vidro na forma de 6xidos, em quantidades que variam
de 0,1 a 1% da massa total constituinte do vidro. O tri6xido de arsénio e antimOnio sido
normalmente adicionados como agentes terminadores ou finalizadores, para a remocdo das
inclusdes gasosas, ou bolhas, que sdo ou possam vir a ser formadas no processamento do

vidro, sendo o pent6xido de arsénio também usado sob certas circunstancias.

Bolhas sdo formadas pelos gases desprendidos durante o inicio da fusdo ou, ainda, na
decomposi¢do dos componentes da matéria prima que compde o vidro. Estas etapas podem
produzir grandes quantidades de CO,, SOz, NOx e H,O [16]. Reacdes envolvendo metais
podem gerar oxigénio, diéxido de carbono ou ainda hidrogénio por reacdes cataliticas. Apesar
da presenca de bolhas em amostras de vidro nfo ser necessariamente um problema para
muitos estudos cientificos, é definitivamente indesejavel do ponto de vista comercial, pois
quase sempre esses produtos sdo considerados defeituosos e resultam na sua rejei¢cdo. A
remocdo dessas pequenas inclusdes gasosas, por métodos quimicos comeca durante o
processo de fundi¢do e se estende apds completo desaparecimento dos residuos. O mecanismo
de atuacdo dos agentes terminadores ainda s@o controversos, porém ndo hi nenhum
questionamento quanto a eficicia de seu uso, principalmente quando combinados com nitratos
alcalinos. Eles atuam formando grandes bolhas, que rapidamente emergem a superficie,
carreando bolhas menores. Uma possivel seqiiéncia de eventos pode ser descrita. Durante a
fusdo, o 6xido de As (III) reage com nitrato para liberar 6xidos de nitrogénio e oxigénio,

como na reagdo 4:

4 KNO; + 2 As)O3 — 2 K20 + 2 As,Os + 4 NO' + O, )

Ap6s decomposi¢do completa da matéria prima, a massa é usualmente aquecida a
temperaturas maiores. Visto que o trioxido é mais estidvel que o pentéxido a altas
temperaturas, o pentoéxido produzido via reagdo com nitrato pode se decompor, segundo a

reacdo 5:

ASzO5 - ASQO3 + OQT )
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Esta reacdo produz bolhas de O,, que podem formar novas bolhas ou difundir em
bolhas menores aumentando, deste modo, seu tamanho e razdo de evolucdo [16, 17].

Estudos mostram que a solubilidade fisica dos gases na fundi¢do do vidro é de grande
importancia no refinamento e acabamento da fusdo. Esta interacdo resulta na fugacidade dos
gases dissolvidos fisicamente, os quais podem interagir com a atmosfera do forno ou com
bolhas. Como exemplo, a equagdo redox para o arsénio mostra a reacdo entre o oxigénio
quimicamente dissolvido em complexo arsenato e o oxigénio dissolvido fisicamente no meio

(reacdo 6) [18]:

AT+ 07 o As* + 150, (6)

Outra maneira de representar o mecanismo de atuagdo do arsénio na remogdo das

bolhas € através da reacdo 7 [19]:

As,0s5 (vidro) <> As,Oj3 (vidro) + O, )

O equilibrio é deslocado para o lado direito da equagdo a altas temperaturas, e o gis
oxigénio € expulso quando o vidro € super saturado por oxigénio. A liberacdo do oxigénio
ocorre pela dispersdo de mintsculas bolhas que crescem e sobem a superficie. Quando a
temperatura é diminuida, o equilibrio favorece ao As,Os (vidro) e o oxigénio € reabsorvido
pelo meio.

O arsénio se liga na estrutura do vidro, ou silicato, de diversas maneiras dependendo
do 6xido de arsénio adicionado. O triéxido de arsénio, comumente representado como As4Og,
possui estrutura tetraédrica, semelhante ao Si, podendo entdo substituir o Si na rede vitrea e
atuar como formador de rede [17, 20]. A estrutura do pent6xido de arsénio consiste de cadeias
espiraladas, formadas de tetraedros de AsO,4 e octaedros de AsQOg intercalados [21]. Como a
inclusdo na rede vitrea somente ocorre quando o 6xido existe com coordenacio tetraédrica, os
tetraedros de AsOs podem ser incorporados a rede e os octaedros AsOg apenas apds a sua

conversdo a forma tetraédrica.
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1.6 Toxicologia

A Organizagdo Mundial de Saide (WHO) estipula como limite de maximo de ingestdo
didria 2ug de As por kg de massa corpérea. Os organismos marinhos sdo considerados os
maiores bioacumuladores de As dada a tendéncia deste elemento em ser trocado por
nitrogénio e fosforo em vdrios compostos, produzindo arsenobetaina, arsenocolina e
arsenoagucares [22].

O consumo didrio pode chegar de 0,01 a 0,3 mg de As dependendo da dieta. A
concentracdo média de As em organismos humanos e fluidos corporais normais ¢ de 0,02 a
0,06 ng g’l. Em individuos normais, ou seja, sem exposi¢do tdxica cronica ou aguda ao As a
concentragdo presente no sangue € de cerca de 0,004 ug g'l. No cabelo,as quantidades sdo
geralmente maiores que 0,4 pug g’l, sendo dificil, porém distinguir entre arsé€nio incorporado e
depositado [23, 24].

A exposi¢do humana se dd normalmente ao arsénio inorganico, principalmente ao
arsenato, em 4guas. Os arsénios organicos sdo encontrados mais comumente em alimentos,
particularmente em frutos do mar e em outros animais marinhos e em plantas. As formas
organicas de arsénio presentes em peixes e frutos do mar, arsenobetaina sendo o mais
predominante, existindo também os arsenoacticares, sdo absorvidos e rapidamente excretados
e se acredita que estes ndo sdo toxicos [26].

A toxicidade aguda requer um pronto atendimento médico, geralmente ocorre através
da ingestdo de alimentos contaminados. As primeiras manifestacdes do envenenamento
incluem: queimadura e secura da garganta e boca, displasia, célica, vOmito, diarréia e
hemorragia. Paralisia muscular, edema facial e anomalias cardiacas, choque podendo ser
desenvolvido rapidamente como resultado da desidratacdo [25].

A toxicidade subaguda envolve o sistema respiratdrio, gastrointestinal, cardiovascular,
nervoso e hematopoético, causa perda de apetite, ndusea e vomitos, secura da garganta, dores
aguda, diarréia, fraqueza.

O longo tempo de exposicdo ao arsénio por dgua contaminada, pode levar a vérias
doencas como conjuntivite, hiperqueratose, hiperpigmentac¢do, doengas cardiovasculares
disturbios nos sistemas vascular periférico e nervoso, cancer de pele, gangrena e outros [25].
Os efeitos no utero e trato genitourindrio e outras partes do corpo tém sido observados em
estagios mais avangados da toxicidade do arsénio

A toxicidade do arsé€nio (V) estd associada a sua estrutura e propriedades similares ao

do fosfato, assim, o arsenato pode entrar em muitas reagdes bioquimicas no lugar do fosfato.
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Como por exemplo, na bomba de sédio e no sistema de transporte de troca de anions. Ja o
arsenito reage rapidamente, in vitro, com moléculas que possuem grupamentos tidis como a
cisteina, podendo inibir as funcdes bioquimicas dessas moléculas [27].

O arsénio inorganico é reduzido no sangue de As(V) a As(Il) que é metilado
oxidativamente a dcido monometil ars€nico (MMA) e em seguida a dcido dimetil arsénico
(DMA). Assim, a metilagdo tem sido conhecida como um mecanismo de desintoxicacdo. Mas
estudos recentes tém relatado que MMA e DMA pode ser mutagénico, citogénico e
carcinogénico tanto quanto ou mais que os arsénios inorgadnicos. O figado tem sido

identificado como 6rgao principal da metilacdo do arsénio [2, 26].

1.7 Metilacao

Arsénio inorganico administrado é metabolizado in vivo por processos seqiienciais de
reacOes de reducdo de arsénio pentavalente a trivalente envolvendo dois elétrons, seguido por
metilacdes oxidativas a ars€nios organicos pentavalentes (Equacgéo 8) [27, 28].

A reducdo ocorre enzimaticamente na presencga de tidis como a glutationa (GSH). O
arsenato e MMA(V) redutases catalisam, em células de mamiferos, a redugdo do arsenato a
arsenito e a do dcido monometilarsénico (MMA(V)) a dcido monometilarsdnoso (MMA(IID)).

A metilacio do arsenito ¢é catalizada por arsenito metiltransferase com S-
adenosilmetionina (SAM) como um doador do grupo metil.

O primeiro passo de metilagdo forma MMA(V), uma forma de arsénio metilado
pentavalente. MMA(V) é reduzido a MMA(III), e entdo, metilado produzindo DMA(V) na
presenga de MMA(II) metiltransferase.

Similarmente, a reducio do DMA(V) a DMA(II), que posteriormente forma o 6xido

trimetil arsénio (TMAOQO), sendo o produto final do metabolismo do arsénio [27].

AsO(OH); + 2 € — As(OH); + CH;" — CH3AsO(OH), + 2 e — CH3As(OH), + CH;" —
(CH3),AsO(OH) + 2 € — (CH3),AsOH + CH;"— (CH3)3AsO ®)
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1.8 Especiacao

Especiacdo € a determinacdo da concentragdo das diferentes formas quimicas de um
elemento numa matriz, sendo que estas espécies juntas constituem a concentragdo total do
elemento. As propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas sdo dependentes da forma quimica
em que ele estad presente [29].

Uma variedade de técnicas tem sido usada para a especiacdo do As, como a
Cromatografia a Gds e espectrofometria que, tem-se mostrado como técnicas efetivas para um
ou mais tipos de As, mas nenhum foi usado para a mistura dos quatro tipos de As (As(IIl),
DMA, MMA e As (V)) [30, 31].

Existem relatos de especiacdo de Arsénio por HPLC-ICP-MS (cromatografia liquida
de alta eficiéncia com espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado),
incluindo sistemas de separagdo como par-idnico, troca io6nica e exclusdo por tamanho. Estas
técnicas sdo muito atrativas, mas por serem bastante caras nio sao largamente usadas.

A hifenagdo de HPLC com outras técnicas de deteccdo de espectrometria atdmica,
como espectrometria de absorcdo atdmica com chama (FAAS), espectrometria de absor¢io
atdmica eletrotérmica (ETAAS) e espectrometria de emissdo atdmica de plasma
indutivamente acoplado (ICP-AES) sdo também usadas, contudo, ndo sdo sensiveis como
ICP-MS.

A Absorcao Atomica € a melhor escolha para a determinacdo de metais que formam
hidretos volateis, em conjunto com geragdo de hidretos [31]. De um modo geral, a técnica
HGAAS (do inglés, Hydride Generation Atomic Absorption Spectometry) estd baseada na
reacdo de compostos de arsénio com tetraborato de sddio em meio dcido para produzir arsina.
Arsenito (As(Il)) e arsenato (As(V)) geram AsHj3;, dcido monometilarsénico (MMA(V),
CH3AsO(OH),;) gera CH3AsH; e o 4cido dimetilarsinico (DMA(V), (CH3),AsO(OH) gera
(CHs3),AsH. Contudo a formacao dessas arsinas sdo dependentes do pH. O pH requerido nas
reacoes de reducdo indica que as espécies de arsénio devem ser completamente protonadas,
assim, elas podem ser reduzidas as arsinas correspondentes [32].

Ap6s a formagdo dos respectivos hidretos, estes sdo conduzidos até um atomizador,
normalmente um tubo de quartzo aquecido a 925° C.

A redugdo é efetuada como na reagdo 9 e 10 [33]:
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(CH3),AsO(OH)3., + H" + BH; —> (CH3),AsO(OH);_, + H,O + BH; )

(CH3),As(OH)3., + (3-n)H"+ (3-n)BH; — (CH),AsH;,, + (3-n)H,0 + (3-n)BH;3 (10)

Onde n € um ndmero de 0 a 4.

Embora, a arsina possa ser gerada diretamente através do As (V), a reagc@o é mais lenta
que a do As (III). O efeito do estado de oxidacdo no sinal analitico pode decrescer ou ser
eliminado pela aplicacdo de longos tempos de reacdo e altas concentracdes de NaBHi. De
qualquer forma existem, ainda, diferencas considerdveis na sensibilidade obtidas, na geracao
de hidretos, entre as espécies de arsénios inorganicos e organicos [32].

Para a especiacio de arsénio inorginico e arsénio organico, que estdo
predominantemente em 4guas, sedimentos e amostras bioldgicas, a pré-concentracdo e
separacdo por meios classicos de cromatografia de troca idnica podem ser feitas com
resultados confidveis. Assim, métodos como a combinagdo de separagcdo por cromatografia e
técnicas de pré-cocentracio com detec¢do por absorcdo atdmica tem sido bastante utilizado,
pois promove altos fatores de enriquecimento e baixos limites de detec¢do por separar as
espécies de interesse das matrizes complexas.

Alguns materiais inorganicos como resinas trocadoras de fons, zedlitas, alumina tem
sido usadas como materiais sorventes de fons em solucdes aquosas [34].

Para o “clean up” dos quatro tipos de As, a solugdo é ajustada a pHs mais alcalinos onde
h4 a ionizagdo negativamente, assim podendo ser empregada resinas de troca anidnica [34].

Troca ionica € entendida como a troca de fons de mesmo sinal entre uma solugdo que
entra em contato com um corpo sélido, que contém seus proprios ions [35].

Muitas substdncias naturais (como certas argilas) e artificiais t€m propriedades de troca
idnica, mas nos trabalhos analiticos que tem maior importancia sdo os trocadores organicos
sintéticos.

Os trocadores tém uma estrutura complexa e sdo na realidade polimeros. O polimero é
portador de uma carga elétrica que é exatamente neutralizada por carga de contra fons. Estes
fons sdo cdtions de um trocador de cdtions e &nions num trocador de anions. Assim um
trocador de cations € constituido por um anion polimérico e cétions ativos, enquanto que um
trocador de &nions tem cdtions poliméricos e anions ativos.

Uma resina trocadora de cdtions muito usada € obtida através da copolimerizacdo do

estireno e divinilbenzeno seguida por uma sulfonagao (Figura 1).
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Os trocadores de anions sdo também polimeros reticulados de alto peso molecular. A
caracteristica bdsica se deve a presenca de grupos amino, amino substituido ou amdnio
quartendrio. Os polimeros com amonio quartendrias sdo bases fortes; os com grupos amino ou
amino subsituidos sdo considerados bases fracas. Uma resina que € largamente usada é
preparada pela co-polimerizacdo do estireno com divilbenzeno, seguida por uma

clorometilacdo e a interagdo com uma base como a trimetilamina (Figura 2).

HC CHy HC
50, so,
CH CHy HC CH
S0, i 50,

Figura 1: Exemplo de uma resina trocadora de cations [31].

HC CHy HC
[H3E]3NLCH2 : H C—N"(CH,),
CH l!.‘.H2 HC CH
4.
HC—N"(CHy, ; HzC—N(CHy)3

—H—

Figura 2: Exemplo de uma resina trocadora de anions [31].
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As exigéncias fundamentais para uma resina qtil sdo:

e A resina deve ser suficientemente reticulada para que a sua solubilidade seja
desprezivel

® A resina deve ser suficientemente hidrofilica para permitir a difusdo dos fons através
da estrutura a uma velocidade finita

® A resina deve conter um nimero suficiente de grupos trocadores de fons acessiveis e
deve ser quimicamente estavel

® A resina inchada deve ser mais densa que a dgua

Cromatografia de troca de fons € usada para a separacdo de fons ou substancias que
sdo facilmente ionizadas. Ela utiliza mecanismo de equilibrio de troca entre os dnions ou
cations que estdo ligados covalentemente a uma resina (fase estaciondria) e ions
carregados opostamente na fase mével que sdo atraidos por uma forca eletrostatica [36,
37].

A forca idnica do soluto, o pH da fase movel, a forca idnica e a concentragdo do
tampao, e a temperatura podem influenciar a separacéo e retencdo dos analitos em HPLC
de troca i0nica [37].

A troca anidnica e catidnica tem sido usada para a especiagdo de arsénio. Troca
anidnica separa arsenito (As(IIl)), arsenato (As(V)), acido monometilarsénico (MMA(V))
e 4acido dimetilarsinico (DMA(V)) com retencdo minima de arsenobetaina (AsB) e
arsenocolina (AsC), enquanto que a troca catidnica é do mesmo modo usada para separar
AsC, AsB, 6xido trimetilarsénico (TMAO) e fon tetrametilarsonio (MesAs™).

Sistemas de tampdo comuns & cromatografia de troca idnica usado para separar
compostos polares de As incluem fosfatos, carbonatos, acidos ftilicos, hidroxido de
tetrametil de amoOnio, entre outros.

Sistema isocrdtico e gradiente, ambos, sdo usados na cromatografia de troca de fons na

separacdo de compostos de As, mas geralmente o sistema isocratico € mais usado.

1.9 Contaminacao das solucoes de nutricao parenteral por arsénio

Alguns estudos tém mostrado que solu¢des de nutricdo parenteral podem ser
contaminadas com metais pesados sendo os mais predominantes a presenca de aluminio,
arsénio, cromo, zinco, cobre, e estanho [4].

Bohrer et al mostrou que todos os produtos investigados tais como, solucdes

comercias de sais, glicose, emulsdes lipidicas, formula¢des contendo aminodcidos e dgua para
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injecdo (mostrados na Tabela 3) apresentaram arsénio inorginico como contaminante, mas
somente em gluconato de cdlcio, bicarbonato de sédio e em alguns preparados de vitaminas o
limite total de arsénio excedeu o sugerido pela farmacopéia (0,1 mg.L™"), sendo a embalagem
de vidro a maior fonte desta contaminagao, pois tanto o As(Ill) quanto o As(V) fazem parte da
composicdo do vidro e podem ser lixiviados pela solu¢do quando realizado o processo de

esterilizagdo [4, 38].

Tabela 3 — Espécies de arsénio como contaminante em solucdes parenterais comerciais.

Produto Aﬁ(HI) Als(V) As Totlal
(ug.L” £RSD) (ug.L” £RSD) (ug.L™)

Agua para injecio’ 2,9+0,2 36,4 +3,7 39,3
Agua para ir1je<;€101 3,4+04 275+1,2 30,9
KCl 19,1%"° nd 413+ 1,6 41,3
KCl 10%* nd 23,6 +0,8 23,6
NaCl 20%" 2,9+0,2 40,9 +5,7 43,8
NaCl 20%* nd 15,9 +3.2 15,9
Acetado de sédio 2 meq/L1 4,3+0,6 46,1 £2,0 46,1

Fosfato de s6dio 0,5 mol/L"° n.d 36,7+2,5 36,7
Bicarbonato de sodio 8,4%5 20,8 +£2.0 227,8 +£0,5 248.6
Bicarbonato de sodio 8,4%9 51,1 +£0,8 1472+1,2 198,3
Gluconato de cdlciol0%"! 26,3 £2.3 46,8 + 4,1 73,1

Gluconato de célcio 10%° 19,9+ 1,9 72,8 +0,5 92,7
Gluconato de célcio 10%* 63,6 +2.,0 176 7,2 239,6
Sulfato de Magnésio 50%'" 5,7+0,2 15,7+0,2 15,7
Sulfato de magnésio 50%"° 21,3+1,8 122+1,2 33,5
Sulfato de magnésio 50%° 13,9 +3,0 399+5,6 53,8
Glicose 25%° 5,3+0,6 16,5 2,6 21,8
Glicose 25%° 4,6 +0,7 14,0 +2,2 18,6
Vitamina (Tiaminose)* 17,6 £3,2 86,1 +£0,9 103,7
Vitamina (Dextrovitase) 3,8+0,1 10,2 +0,2 10,2
Vitamina (Frutovena) 40,2 + 6,7 21,5+1,7 61,7
Aminodcidos 10%° nd 2,5+0,1 2,5

Aminoécidos 10%' n.d 154 +2,3 15,4
Aminoécidos 10%? n.d 41,0+0,9 41,0
Aminodcidos 8% 44 +04 16,7 +1,2 21,1

Aminodcidos 8% 6,8+ 1,0 87,9 +5,7 94,7
Emulsio lipidica 10%” n.d 0,9+0,3 0,9

Emulsao lipidica 20%° n.d 1,7+0,6 1,7

Heparina 5000 Ul/mL’ 395+23 17,2 +2,8 56,7
Heparina 5000 Ul/mL? 23,3+1,2 79,4 +49 79,4

Fonte: [4]

n.d: Nio detectado.

'B. Braun, *Fresenius, *Baxter, “Halex Istar, *JP, ®Merck, 'SEM, ®Elkins Sinn, °Ariston, 10Geyer, llHipolabor
"Glicose 3 g, 4cido ascdrbico 0,25 g, cloridrato de taiamina 0,015 g em 10 mL

“Glicose 2 g, dcido ascdrbico 2 g, cloridrato de piridoxina 20 mg, nicotinamida 30 mg, riboflavina em 20 mL
“Frutose 5 g, 4cido ascdrbico 1 g, cloridrato de piridoxina 20 mg, pantotenato de sédio 10 mg, riboflavina 4 mg
em 20 mL
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Existem vdrios relatos descrevendo a conversdo de espécies de As durante o
aquecimento [39]. Com estudos feitos com solugdes padrio de frutos do mar sujeitas a
temperaturas de 160 °C por periodos de 30 minutos e 24 horas foi observado a transformacao
de AsB em TMAO e TMA™, MMA em As(IIl) e As(V) [40].

Devido as implicacdes toxicoldgicas em torno da presenca de espécies de arsénio nos
produtos que contém matérias orgénicas, é de grande interesse obter informagdes sobre a
possivel transformacdo das espécies de arsénio durante o processo de aquecimento [41].

Portanto o objetivo deste trabalho foi estudar a possibilidade de formacao de espécies
de As organico (DMA(V) e MMA(V)) devido a reacdo de metilacdo das espécies de As
inorganico (As(IIl) e As(V)) com compostos organicos das solucdes de nutricio parenteral

que sdo contaminados por tais espécies de As inorginicos.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Instrumentacao

Sistema de purificagdo de dgua Mili-Q Milipore (resistividade 18,2 MQ.cm)

Agitador magnético com aquecimento Heidolph MR 2002

Sistema de HPLC composto por bomba LC-10 As Shimadzu, coluna Hamilton PRP-X 100

Bomba Peristaltica Multicanal Ismatec

Espectrometro de absor¢do atomica Varian SpectrAA 200, equipado com gerador de hidretos

VGA 77

Balanca analitica Sartorius com precisio de 0,1 mg

Potencidmetro Digital DM 20 Digimed

Autoclave Vertical Phoenix A V 50 N 6281
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2.2 Reagentes e Solucoes

Os reagentes utilizados neste trabalho estdo listados no Apéndicel As solugdes
utilizadas foram preparadas com dgua ultrapura, a qual sofreu processo de destilacdo,
deionizacdo e purificacdo em sistema Mili-Q. Foram utilizados recipientes de vidro e pldstico
descontaminados, conforme descrito no item 2.3.

As solugdes analiticas de As (III), As (V), DMA(V) e MMA(V) foram obtidas a partir
de solucdes estoques de 1000 mg L, preparadas pela dissolucdo das quantidades apropriadas
de As;O3, Na,HAsO4.7H,0, (CH3);AsO,Na.3H,O e CH3AsO3;Na,, respectivamente. O As
(I1I) foi dissolvido mediante aquecimento até a ebulicdo por alguns minutos até sua completa
dissolugdo.

O eluente das espécies de As (DMA(V), MMA(V), As(V)) da etapa de “clean up”
constitui de uma solugdo de 10 mM de (NH4)H,PO,, preparada a partir da dissolugdo do sal.

A fase movel do HPLC que constitui de uma solucdo de 10 mM (NH4)H,PO, foi
preparada a partir da dissolucdo do sal e ajustada a pH 6,0 pela adi¢cdo de NH,OH 10% (v/v).

A solugdo de NaBH, 1% (m/v) foi preparada diariamente pela dissolug¢do do sal em
hidréxido de sédio 1% (m/v)

As solucdes comerciais, assim como suas composicdes estio listadas na Tabelas 6 e 7.

2.3 Controle da Contaminacio

Para garantir superficies livres de contaminagdo, fez-se o uso de material plastico
(polietileno e polipropileno) para armazenar as solugdes utilizadas no presente estudo. Os
recipientes foram deixados em contato com solucido de 10% de HNOj; em etanol (v/v), por, no
minimo, 48 horas, sendo lavados posteriormente com 4gua purificada, antes de serem
utilizadas [38].

Os recipientes de vidro foram lavados com detergentes, e enxaguados com &4gua
ultrapura em abundancia, para garantir uma superficie livre de contaminag@o orgénica, e para
uma descontaminacdo mais eficiente, estes foram deixados em contato na solucdo de

descontaminacdo de HNO3z 10% em etanol.
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2.4 Desenvolvimento das condicoes de especiacao

2.4.1 Escolha das condicdes para a determinacdo das espécies de arsénio por HGAAS

A determinacdo das espécies de arsénio contida em cada aliquota € feita pela medida
em fluxo continuo por espectrometria de absorcdo atdmica com geracdo de hidretos
(HGAAS) (Figura 3). Cada espécie de arsénio foi aspirada numa vazdo de 8 mL.min", e as
solucdes de HCl e NaBH; 1% (m/v) em NaOH 1% (m/v) a ImL.min”", a partir de seus
respectivos recipientes, por bomba peristaltica, tendo sido gerada a arsina que é separada em
um separador gés-liquido e, entdo, carreada por um fluxo continuo de gés inerte, Ny, a cela de
atomizacdo, a qual foi aquecida por um controlador eletrotérmico. As condi¢des otimizadas
do equipamento estdo descritas no Apéndice 4.

Para as espécies organicas de As (DMA e MMA(V)) preparou-se 50 mL de solucdo
com concentragdes varidveis de cisteina (0,1; 0,5; 1,0; 1,5 e 3,0 % (m/v)) e 10 pg.L’1 de cada
espécie, desta maneira deixou-se a reagdo ocorrer por 60 minutos. A medida realizou-se
também com vdrias concentragdes do redutor, NaBH4 (1,0; 2,0; 2,5; 3,0 e 3,5 % (m/v)) em
NaOH 1% (m/v) e HCl 6 M. Fez-se a medida das solugdes das espécies de As orginicas em
concentragio de 20 pg.L™! sem a adicdo da cisteina. As medidas foram realizadas contra curva
de calibragao feita com As(IIl), NaBH4 1% (m/v) em 1% (m/v) de NaOH e HCI 6 M.

Para o estudo do tempo de reacio necessario para a reacdo de pré-reducio preparou-se
50 mL de solugéo de 20 pg.L'l de DMA em concentragdes variadas de cisteina (0,1; 0,2; 0,3;
0,4;0,5; 1,0 e 1,5% (m/v)), e observou-se a reacdo nos tempos 10; 30; 60; 120 e 180 minutos.
A medida realizou-se em NaBH, 2,0% (m/v) em 1% de NaOH (m/v) e HCI 6 M.

Figura 3: Aparelho de HG-AAS.
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2.4.2 Escolha das condi¢des cromatografica.

O sistema de HPLC mostrado na Figura 4 foi montado para separar as espécies de
arsénio, DMA(V), MMA(V) e As (V). Este consiste de uma solu¢do de 10 mM de
(NH4)H,PO4 em pH 6,0 como fase mével e uma coluna anidnica Hamilton PRP-X 100 (250 X
4.1mm) como fase estaciondria.

A eluicdo cromatogrifica foi realizada operando na bomba de HPLC um programa de
vazao, 0,6 mL min™! até 13min e 1,5 mL min” até 25 min.

A amostra foi condicionada em uma al¢a de amostragem de 500 pL. Apds a amostra
ser injetada, ela passa por uma coluna anidnica onde as espécies de arsénio sdo separadas.

As aliquotas referentes aos tempos 7 & 10, 11 a 15 e de 20 a 25 minutos sdo coletadas
em frascos de plasticos (polietileno) de 15 mL, aferidas a um volume de 5 mL e, a
determinagdo das concentragdes das espécies de As realizou-se no HG-AAS.

Estdo descritas resumidamente as condi¢des utilizadas para o sistema de HPLC no

Apéndice 3.
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Figura 4: Sistema de HPLC usado para a separacio das espécies de arsénios.

Foi preparada uma solucéo de 10 mM de (NH4)H,PO, em pH 9,0 e injetou-se solucdes

de 10 mg L™ das espécies de arsénio em uma al¢a de amostragem de 20 pL, em vazio de 1

mL min™".
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Estudou-se a separacdo do As(IIl) e DMA(V) nas mesmas condi¢des citadas acima,
porém, variou-se as vazdes: 0,8; 0,7; 0,6; 0,5 e 0,4 mL min™’.

Observou-se a separacdo do As(IIl) e do DMA(V) em eluente com pH 8,0 nas vazdes
de 10,6 mL min™.

Fez-se o estudo da eluicdo dessas duas espécies de arsénio (As(Ill) e DMA(V)) em pH
7,0 numa vazao de 1mL min'l, sucedendo o estudo em pH 6,0 nas vazodes de 1,5; 1; 0,8; 0,7 e
0,6 mL min’'. Também se averiguou a separacdo em pH 5,0 nas vazdes 1,0; 0,8; 0,6 e 0,4
mL.min™".

Com as condi¢des escolhidas, realizou-se o estudo de programas de vazdo. Averiguou-
se a separacdo das espécies de As em uma alca de amostragem de 500 uL, preparou-se 25 mL
de solugdo de cada espécie de As (As(lll), DMA(V), MMA(V) e As(V)) em uma
concentracdo de 100 p.lg.L'1 e injetou-se tais solucdes no sistema cromatografico. Para uma

separacdo adequada observou-se diferentes programas de vazao.

2.5 Escolha das condicoes para a etapa de “Clean up”

Com a ajuda de uma bomba peristiltica operando numa vazdo de 0,3 mL.min"'

realizou-se uma etapa de “clean up” das espécies de As, passando 2 pg das diferentes formas
de As, através de coluna com aproximadamente 15 cm de comprimento, contendo 1 g de
resina trocadora de anions fortemente basica, Amberlit IRA-410, a eluicdo sucedeu-se com 30
mL de 10 mM de NHH,PO; numa vazio de 1,0 mL.min™! (Figura 5). As condicdes

adequadas estdo descritas no Apéndice 2.

Figura 5: Sistema de “clean up”
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Investigou-se o comportamento da retengcdo das espécies de As (As(Ill), DMA(V),
MMA(V) e As(V)) em varias faixas de pH de suas respectivas solugdes. Ajustou-se a bomba
peristdltica a uma vazdo de 0,5 mL min™, a qual forcou a passagem através de colunas
contendo resina Amberlite IRA-410 50 mL de solugdo contendo 10 pg.L”" de cada espécie de
As. Solucgdes de As(III) foram preparadas nas seguintes faixas de pHs: 4,5; 7,0; 8,0; 9,0; 10.0;
11,0; 12,0. Solugdes de DMA(V) nas seguintes faixas de pH: 4,5; 7,0; 8,0; 9,0; 10,0. Solugdes
de MMA(V), nas faixas de pH: 4,5, 7,0, e 8,0 e solucdes de As(V) nas faixas de pHs: 4,5;
7,0; 8,0; 9,0; 12,0.

Preparou-se 50 mL de solug¢do de As(Ill) numa concentracdo de 10 pg.L'1 em pH 12,0
para estudar a retencdo desta espécie de As nas seguintes vazdes 0,4; 0,3; 0,2; ¢ 0,1 mL.min".

O melhor eluente para a dessor¢do das espécies de As da coluna foi estudado. Operou-
se a bomba peristitica em 0,3 mL.min"' para a etapa de “clean up” e 1,0 mL.min"' para a
eluicdo, e testou-se as seguintes condicdes indicadas na Tabela 4.

Verificou-se se o eluente da etapa de “clean up” ndo interferiria na separagdo
cromatogréfica. Para isto, preparou-se solucdes de 100 ug.L™" de As em solugdes dos eluentes
e, injetou-se no sistema cromatografico.

Ap6s cada utilizacdo da resina, realizou-se sua regeneragdo, passando através dela, 10
mL de uma solucdo de HCI 2 M, e logo apds lavou-se com dgua destilada e deionizada em

abundancia até o papel indicador de pH acusar a neutralidade.

Tabela 4 - Eluentes e condicoes para o estudo da dessorc¢io das espécies de As.

Vol.da Conc.da Vol.do

Eluente Espécie de As Retida solugdo. solucdo. Eluente.
(mL) (ugLh (mL)
HCI 2M DMA(V), MMA(V) e As(V) 100 10 10
NH4H,PO, 10 mM pH 6,0  DMA(V), MMA(V) e As(V) 100 10 10
NH,CI 5 M DMA(V), MMA(V) e As(V) 100 10 10
NH4CI 2 M pH 4,0 DMA(V), MMA(V) e As(V) 100 10 10
NH4CI 2 M pH 6,0 DMA(V), MMA(V) e As(V) 100 10 10
NH4CI 2 M pH 8,5 DMA(V), MMA(V) e As(V) 100 10 10
NH4C10,1 M As(V) 100 2,0 10
NH,C10,2M As(V) 100 2,0 10
NH,C10,2M DMA(V), MMA(V) 20 80 10
NH4H2PO4 10 mM AS(V) 25 80 10
NH,4C1 50 mM MMA(V) 25 80 10
NH,4C1 20 mM MMA(V) 25 80 10
NH,Cl 10 mM MMA(V) 25 80 10
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2.6 Investigacdo sobre formacao de As orgianico apés o processo de esterilizacao de

solucdes de aninacidos, glicose e vitaminas.

Preparou-se separadamente 50 mL de solugdes aquosas contendo uma concentracao de
80 ug L' de cada espécie de As inorganico (As(IIl) e As(V)) . Com uma pipeta volumétrica
de 25 mL transferiu-se, tal volume, de cada solugdo para frascos de vidro os quais foram
colocados em autoclave onde as solu¢des foram submetidas ao processo de esterilizacdo 121
°C por 30 min.

Logo a seguir ajustou-se o pH das solugdes, esterilizadas e ndo esterilizadas, a uma
faixa de 7,0 a 8,0, procedeu-se a etapa de ‘“clean up”, passando através da coluna 20 mL de
cada solugdo, sendo recolhido o efluente e o eluato que € injetado no sistema de HPLC para a
separacdo cromatografica. Procedeu-se o mesmo método para a dgua ultrapura do Mili-Q.

Preparou-se 50 mL de solucdo de cada substancia listada na Tabela 5 em uma
concentragio de 0,1% e uma adicdo de 80 ug L™ As(Ill) e As(V) , entdo procedeu-se da
mesma maneira como descrito acima para solugdes aquosas. Também realizou-se a
metodologia para o branco de cada substancia.

Realizou-se o teste de interferéncia matricial nas recuperacdes das espécies de As
(As(III), DMA(V),MMA(V) e As(V)), preparou-se uma solugdo de 0,1% de glicose com
adicdo de uma concentracio de 80 ug.L"' de As total, nas seguintes combinagdes: A(V),
MMA(V), DMA(V), As(V) + MMA(V) + DMA(V), As(Il) + DMA(V) + MMA(V), As(III)
+ DMA(V) + MMMA(V) + As(V). Estas solu¢des passaram através da coluna de “clean up”
contendo resina IRA-410 em uma vazdo de 0,3 mL.min! € a eluicdo, sucedeu-se pela
passagem de uma solucdo de 10 mM de NH4H,PO4 em uma vazao de 1 mL.min'l, coletou-se
o efluente e as aliquotas do eluato referentes aos volumes 10, 20 e 30 mL, mediu-se a

concentracdo de As existente no efluente, bem como nas aliquotas por HG-AAS

Tabela 5 - Substancias usadas para o estudo da formacao de As orgénico.

. Férmula Massa Molecular

Substancia Fornecedor 1

Molecular (gmol ™)
L-Glicina Vetec CsHs;NO, 75,07
L-Serina Vetec C3H7NO;s 105,09
L-Metionina Merck CsH;;NOsS 149,21
Acido Aspirtico Aldrich C4H;NO, 133,5
Fenilalanina Vetec CoH;1NO, 165,19
Glicose Belga C12H»O1, 358,1
Acido Ascérbico Vetec CgHgOg 176,3

Cianocobalamina Farmdcia Dermapele  Cg3HgsCoN40,4P 1355,388
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2.7 Ensaios de Recuperacao das espécies de As nas amostras comerciais

Para este fim, utilizou-se 250 puL. das amostras comerciais, descritas nas Tabela6e 7, e
as diluiu em um volume final de 25 mL, as amostras foram fortificadas com 50 pg L de cada

espécie de As (As(II), DMA(V), MMA(V) e As(V) ) e submeteu-as ao método proposto.

2.8 Determinacao das espécies de As nas solucoes comerciais

Solugdes comerciais que s@o usadas nas solugdes de nutricdo parenteral foram
analisadas pelo método proposto, a fim de determinar a concentragdo e as espécies de As
(As(IIl), DMA(V), MMA(V) e As(V)). Analisou-se pelo menos uma amostra de cada grupo
de constituintes das solugdes de nutricdo parental, tal como carboidratos, aminodcidos e
vitaminas. Nas Tabelas 6 e 7 estdo descritas as formulacdes de cada solu¢do empregada no

presente trabalho.

Tabela 6 - Concentracao (g/L) dos aminoacidos em formulacées comerciais.

Formulagdes Aminoplasmal Nefroamino Aminoped 10% Aminoesteril
Aminoacidos LI10A AEH Hepa 8%
L-isoleucina 5.1 7,0 6,4 10,4
L-leucina 8,9 11,0 10,7 13,1
L-lisina 7,9 11,3 7,1 6,9
L-metionina 3,8 11,0 4,6 1,1
L-cisteina 0,6 - 0,4 0,5
L-fenilalanina 5.1 11,0 4,6 0,9
L-treonina 4,1 5,0 5,1 4.4
L-triptofano 1,8 2,5 1,8 0,7
L-valina 4,8 8,0 7,1 10,1
L-arginina 9,2 - 6,4 10,7
L-histidina 572 5,5 4,1 2,8
L-alanina 13,7 - 7,2 4,6
L-serina 2.4 - 9,0 2,2
L-prolina 8,9 - 16,2 5,7
L-tirosina 1,6 - 5,5

L-acido malico - - 4,8 -
Acido acético - - 7,2
L-ornitina 3,2 - - -
L-asparagina 1,3 - - -
L-4cido aspartico 8,9 - - -
L-4cido glutdmico 4,6 - - -
L-cistina - - -

Glicina 7,9 - 4,1 5,8
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Tabela 7 - Concentracao (g/10mL) das vitaminas em formulacées comerciais.

Substancia Frutovena A(Eld(.) Citoneurin
Ascoérbico
Frutose 2,5 - -
Acido ascérbico 1,0 1 -
Riboflavina fosfato de sddio 0,002 - -
Cloridrato de piridoxina 0,01 - -
Nicotinamida 0,015 - -
Cianocobalamina - - 0,0002
Piridoxina - - 0,001

Tiamina - - 0,0005
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3 RESULTADO E DISCUSSAO

3.1 Desenvolvimento das condicoes de especiacao

As formulacdes que constituem as solucdes de nutricdo parenteral sdo matrizes
extremamente complexas e muito variadas.

Assim, como o objetivo foi observar a possibilidade de reacdo dessas matrizes com as
espécies de As inorganico na formacgdo de espécies de As orginico (DMA(V) e MMA(V)),
fez-se a escolha das solucdes de acordo com sua natureza. Desta forma, utilizou-se apenas
solugdes com substincias orgénicas, tais como: glicina, serina, metionina, dcido aspdrtico,
fenilalanina como solu¢des de aminodcidos; glicose como solucdes de carboidratos e acido
ascorbico e cianocobalamina como solugdes de vitaminas.

Para a andlise de especiacdo das espécies de As (As(Ill), DMA(V), MMA(V) e
As(V)), buscou-se uma metodologia eficiente e sensivel. Um sistema de HPLC, para a
separacdo das espécies de As, e a detec¢do por HG-AAS, para a quantificacdo da
concentragdo das espécies de As.

Apesar da coleta de fragdes, a deteccdo off-line, isto € o detector ndo acoplado ao
sistema de cromatografia, HG-ASS possui uma grande vantagem em relagdo a deteccio
condutimétrica on-line (acoplado ao sistema de cromatografico). A alta sensibilidade da
técnica de geracdo de hidretos permite uma detecgdo de até 0,5 pg. L™ enquanto que a faixa
de limite de deteccdo condutimétrica é de 0,5 a 150 mg.L™" é bastante elevada para elementos

como o As [42].

3.2. Escolha das condicoes para a determinacio das espécies de As (As(III), DMA(V),
MMA(V) e As(V)) por HGAAS

A técnica de geracdode hidretos € largamente usada para a determinacdo de As em
niveis traco, pois possui alta sensibilidade, precisdo, simplicidade, rapidez e baixo custo [43-
45].

A grande diferenca na sensibilidade das medidas no HGAAS entre As(IIl) e As(V) em
condicdes usuais, tem sido relatadas. Vijan et al. encontrou uma diferenca de sensibilidade de

25 a 30% maior para o As(IIl). [46, 47]
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Brindle et al. descreve o efeito benéfico da cisteina na geracdo de hidretos do arsénio.
A adicdo de cisteina nas solugdes das amostras facilita a reacdo de formacdo de hidreto, reduz
interferéncias na fase liquida e pré-reduz As(V) a forma trivalente [48].

Como a sensibilidade da medida espectrométrica é dependente da cinética de reacdo
de reducdo, a adicdo de um pré-redutor nas solugdes de As (DMA(V) e MMA(V)) auxilia na
formagdo mais rdpida da arsina [45, 49].

Por este motivo, estudou-se o comportamento da determinacio do MMA(V) e
DMA(V) por HGAAS com a adi¢do de diferentes concentragdes de cisteina nas solugdes
destas espécies de As, bem como a variacdo da concentracdo do redutor NaBH, (Tabela 8 e 9)

Estudou-se também o tempo de reacdo mais eficiente para ocorrer a pré-
reducdo.(Tabela 10).

Para fazer a determinacdo das quatro espécies de As (As(IIl), DMA(V), MMA(V) e
As(V)) em relagdo, apenas, a uma curva de calibrag@o, optou-se por realizar as medidas com a
curva de calibragdo do As(IIl), que possui o sinal espectrométrico mais sensivel dentre as

espécies de As.

Tabela 8 - Estudo da concentracao da cisteina em varias concentracoes de NaBH,4 para
aumentar a sensibilidade da medida espectrométrica do DMA(V) Tempo de reacio de
60 minutos.

DMA(V)
NaBH4 (%)
1,0 2,0 2,5 3,0 3,5
Cisteina Recuperacio  Recuperacdo  Recuperagdo  Recuperacio  Recuperagdo
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
0 17,1 30,9 49,6 34,4 50,7
0,1 28,5 94,1 99,9 48,9 59,4
0,5 28,2 64,0 62,5 64,2 72,5
1,0 45,3 65,3 54,6 61,1 63,4
1,5 40,4 20,4 46,9 58,7 61,7

3,0 53,3 41,1 41,4 48,9 48,7
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Tabela 9 - Estudo da concentracao da cisteina em varias concentracoes de NaBH,4 para
aumentar a sensibilidade da medida espectrométrica do MMA(V) Tempo de reaciao de
60 minutos.

MMA(V)
NaBH4 (%)
1,0 2,0 2,5 3,0 3,5
Cisteina Recuperacio  Recuperacdo  Recuperagdo  Recuperacio  Recuperagdo

(%) (%) (%) (%) (%) (%)
0 36,3 82,5 52,3 54,3 48,9
0,1 28,6 67,3 52,4 65,7 63,2
0,5 24.9 53,2 47,5 56,7 51,8
1,0 9,6 25,9 21,3 32,1 33,3
1,5 9,9 24,0 18,8 35,4 35,2
3,0 7,4 20,5 15,2 32,1 22,4

A sensibilidade do sinal do DMA(V) aumentou, com a adicdo de 0,1% de cisteina e
utilizando um redutor com concentracdes de 2,0 e 2,5%.

Para o MMA(V) a adicdo de cisteina nio melhorou a sensibilidade da medida
estrofotométrica, mas com a utilizacdo de uma solugdo de redutor em concentragido de 2,0%

conseguiu-se uma recuperagio satisfatoria de 82,5 % .

Tabela 10 - Estudo do tempo necessario para que ocorra a reacao de pré-reducao do
DMA(V) em varias concentracgoes de cisteina em NaBH,4 2,0%.

DMA(V)
Tempo (min)
10 30 60 120 180
Cisteina Recuperacio  Recuperacdo  Recuperagdo  Recuperacdo  Recuperagdo

(%) (%) (%) (%) (%) (%)
0,1 13,6 13,2 94,1 38,5 43,1
0,2 - - 42,9 40,7 39,6
0,3 - - 43,1 50,2 44,9
0,4 - - 45,5 60,9 49,8
0,5 42,5 44,7 61,1 64,3 63,9
1,0 71,1 61,8 68,8 - -
1,5 96,5 92,7 20,4 - -

-: Teste ndo realizado

O estudo do tempo necessdrio para que a reacdo de pré-reducdo ocorresse com mais
eficiéncia para o DMA(V), mostrou que seria preciso 10 minutos de reacgdo na presencga de

1,5% de cisteina ou a adi¢do de 0,1% e 60 minutos de reagao.
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Através destes estudos, concluiu-se que seria mais apropriado fazer uma curva de
calibragdo para cada espécie de As (As(Ill), DMA(V), MMA(V) e As(V)), pois ndo é
conveniente preparar diferentes concentragdes de redutor (NaBH,) a cada medida.

A adic@o de cisteina nas solugdes de DMA(V) também ndo é conveniente, pois deve-
se adiciond-la em cada fragdo recolhida, assim, necessitando de muito tempo.

Além disso, a medida espectrométrica deve ser realizada exatamente no tempo em que
ocorre a reagdo de pré-redugdo devido ao oxigénio existente no ar, o qual reoxida rapidamente

as espécies de As estudadas.

3.3 Escolha das condic6es cromatografica.

Os pH da fase mével, a vazdo, bem como o tamanho da al¢a de amostragem podem
influenciar na separacio e no tempo de reten¢do dos analitos. Portanto, fez-se o estudo das
condicdes mais indicadas para a separagdo das espécies de arsénio.

Utilizou-se uma coluna de troca anidnica, Hamilton PRP-X100, e como fase mével 10

mM de NH4H,PO., ajustando-se o pH com NH,OH [1].

(A)

0,35 AS(HD

0,3
0,25

o DMA(V) MMA(Y)

o5 As(V)

0,1

0,05
0 I T T 1 [ | T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Tempo (min)
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(B)
As(IIT) + DMA(V)
0,5
0,4
MMA(V) As(V)
< 03
0,2
0,1
0 T = T T T T
0 5 10 15 20
Tempo (min)

Figura 6: Cromatograma das fracoes de coletadas a cada minuto das espécies de As
(As(IIl), DMA(V), MMA(V) e As(V)) em fase movel de 10 mM de (NH;)H,PO4 em pH
9,0 e vazio de 1 mL. min™. (A) Injecao das quatro espécies de As separadamente. (B)
Injecdo de uma solucio contendo todas as espécies de As (As(IIl), DMA(V), MMA(V),
As(V)).

Nas Figuras 6 (A) e (B) observa-se que, nas condi¢cdes em que foi realizada a
separacdo, houve a sobreposicdo dos tempos de retencdo do As(Ill) e do DMA(V). Assim
sendo, foi necessdrio estudar outras condigdes, para uma melhor separacdo entre As(IIl) e

DMA(V), tal como mostra a Tabela 11.

Tabela 11 - Estudo das condicées cromatograficas para a separcao de As(II) e DMA(V),
em solucao de 10 mg.L'1 utilizando NH4H,PO4 como eluente e alca de amostragem de 20
pL.
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Conclui-se, que a separagdo do As(Ill) e DMA(V) foi mais efetiva em pH 6,0, ja a
melhor vazdo foi 0,6 mL.min"'. Assim, fez—se o estudo para conhecer os tempos de retengdo

do MMA(V) e As(V) com eluente neste pH variando—se as vazdes (Tabela 12).

Tabela 12 - Estudo das condicées cromatograficas para a separciao de MMA(V) e As(V),
em solucio de 10 mg.L'1 utilizando como eluenteNH4H,PO; em pH 6,0 e alca de
amostragem de 20 uL.

pH do Eluente Vazio (mL.min™") Cromatograma
1,0 . A
: JAN
0’8 15 /\
6,0 20
0’7 15 /\
0,6 - /\

Com os resultados da Tabela 12, observa-se que se fizesse uso apenas da vazdo de 0,6
mL.min, que é a melhor vazdo para a separagdo do As(Ill) e DMA(V), o tempo de corrida
cromatografica seria maior que 30 min, assim, fez-se o estudo de programas de vazdes, para

diminuir o tempo de coleta das fracdes e reduzir o tempo de andlise (Tabela 13).

Tabela 13 - Programas de vazido para a separacio do As(IIl), DMA(V), MMA(V) e
As(V) em solucio contendo 10 mg.L'1 de cada espécie de As utilizando al¢ca de
amostragem de 20 pL.

Vazao Tempo
(mL.min'l) (min)
Programa de Vazao 1 *

0,6 8 <Zz§
0,5 12 -
1,0 20 o

Tempo (min)

Cromatograma
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Cromatograma

Vazao Tempo
(mL.min™") (min)

Programa de Vazao 2
0,6 8

0,4 14
1,5 20
Programa de Vazao 3
0,6 8

0,4 14
1,0 20
Programa de Vazio 4
0,7 5

0,6 8

0,3 14
2,0 20
Programa de Vazao 5
0,6 8

0,3 14
2,0 20
Programa de Vazdo 6
0,6 5

0,5 14
2,0 20
Programa de Vazao 7
0,7 4

0,5 6

0,3 14
2,0 20
Programa de Vazio 8
0,6 3

0,4 5

0,3 10
2,0 20
Programa de Vazdo 9
0,6 7

0,4 14
2,0 20

Tempo
08
06
< 04
02 /\
ol A
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Tempo (min)
< o

W

Tempo min)

 AVNEEN

Tempo mm

08
06
04

02

4 6 12 14
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4 6 8 10 12 14 16 18

Tempo (min)

Tempo min)

/\/\/\0

Tempo (min)

O Programa de vazdo 8 foi o Unico que separou as quatro espécies de As

satisfatoriamente, com tempo de retencdo de 5 minutos para As(II), 9 minutos para DMA(V),

11 minutos para MMA(V) e 14 minutos para As(V).
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Mudou-se a al¢a de amostragem de 20 pl para 500 pL a fim de aumentar a
concentragdo dos analitos, pois as aliquotas ap6s serem recolhidas eram aferidas a um volume
final de 5 mL, entdo fez-se o estudo do programa de vazdo mais apropriado para a nova alga

de amostragem (Tabela 14).

Tabela 14 - Programas de vazao do As(III), DMA(V), MMA(V) e As(V) em solucao
contendo 100 ug.L'1 de cada espécie de As utilizando alca de amostragem de 500 pL

Vazao Tempo

.. . Cromatograma
(mL.min™") (min) s
Programa de Vazdo 1 <
0,6 10 o2 /\
1,5 20
Tempo (min)
Programa de Vazao 2 <o
0,6 10 .
1,5 15 G
2,0 25 ’ ° " Tempo (min) * *
Programa de Vazdo 3 <
0,6 10
1,5 25 ose AN
: * Tempo (min) ‘ ° B

Programa de Vazao 4 <
0,6 13 "\ aN

1,5 25 Tempo (min)

Apesar da separacdo cromatografica com programa de vazdo 2 ser satisfatoria, o uso
de uma vazio mdxima de 2,0 mL.min", pode prejudicar a coluna, devido a uma grande
pressdo que € exercida. Portanto o programa de vazdo 4 foi o mais indicado para a separagcdo
cromatografica, o qual os tempos de retencdo do As(Ill), DMA(V), MMA(V) e As(V) sdo 6,

8, 13 e 23 minutos, respectivamente.
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3.5 Escolha das condicoes para a etapa de “Clean up”

Os Métodos cromatograficos possuem altas sensibilidade e seletividade, por isto,
mostram frequentemente desvantagens devido as interferéncias da matriz [50]. Por exemplo,
amostras que possuem uma grande quantidade de proteinas que podem precipitar quando em
contato com solventes ou tampdes de sais comumente usados como fase mdvel, assim
bloqueando a passagem, causando aumento da pressdo ou deterioracdo da coluna [51].

Existem vdrias técnicas utilizadas previamente a inje¢do no sistema cromatogréfico
para a remocdo das matrizes, como a extragdo por fase sélida de substratos realizando o
“clean up” das amostras melhorando a separacdo cromatografica [50].

Solugdes de nutricdes parenterais possuem uma grande quantidade de constituintes
organicos que podem prejudicar a coluna cromatogréfica, por este motivo, realizou-se uma
etapa de “clean up”, antecedente a etapa cromatografica, que separasse a matriz complexa das
espécies de As.

Espécies anidnicas como As(III), DMA(V), MMA(V) e As(V), podem ser retidas em
resinas trocadoras de fons, resinas aniOnicas fortemente basicas sdo as mais usadas para este
fim [31].

Resinas trocadoras de anions sdo polimeros contendo grupos amina (ou amdnio
quaterndrio) como parte integral da rede de polimeros e um nidmero equivalente de anions,
como fons cloreto, hidroxilas ou sulfato [33].

As resinas trocadoras de anions contém anions livres que podem ser permutados por

anions em solugdes como ilustra a equacdo 11.

(ResinaC")A™ + B solugaoy> (ResinaC")B ™ + A solugao) (an

Estes anions podem ser removidos pela permutacdo por outros anions através da
passagem de uma solugdo regeneradora da resina.
Portanto, utilizou-se para este estudo uma resina de troca anionica, fortemente basica

Amberlit IRA-410.
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3.5.1. Efeito do pH na retencdo das espécies de As

O pH € um importante fator na distribui¢do do soluto, com acentuado propriedades
dcido-base, entre a fase estaciondria e a fase mével, com acentuado propriedades dcido-base.
As quatro espécies de arsénio investigadas sdo consideradas dcidos fracos e com constantes de
dissocia¢do completamente diferentes, como mostrados na Tabela 15 [31, 32].

Estudou-se a reten¢@o das espécies de As na resina em solugdo com diferentes faixas
de pH ajustado com solu¢do de NH4OH (Tabela 16), as equagdes 12.1 a 15 mostram as

reacdes de dissociagdo dos compostos de As investigados neste trabalho.

Tabela 15 - pKa e estruturas dissociadas das espécies de As

Espécie de Arsé€nio
As(I1I) DMA(V) MMA(V) As(V)

pKa; 9,3 6,2 3,6 2,3
pKa, 8,2 6,8
pKa3 11,3

Fonte:[15, 37]

As4O¢ + 12 NH,OH — 4(NH4)3AsO5; + 6 H,O (12.1)
(NH,)3As0;5 + 3 OH — AsO5* (12.2)
(CH3),AsONa + OH™ — (CH3),AsO” (13)
(CH3)AsO, Na, + 2 OH” — (CH3)AsO,™ (14)

Na,HAsO,4 + 3 OH — OAsO;> (15)
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Tabela 16 - Retencao de 10 p,lg.L'1 de cada espécies de As em funcio do pH de suas
solucdes em vazao de 0,5 mL.min"".

As(1ID) DMA(V) MMA(V) As(V)

H Efluente Retido Efluente Retido Efluente Retido Efluente Retido
P gl (%) @gLlh (% @gLh) (%) @gLl) (%)
4,5 10,0 0 7,9 21,0 0,6 94,0 0,4 96,0
6,0 11,0 0 2,0 80,0 n.d 100 n.d 100
7,0 10,1 0 n.d 100 - - 0,8 92,0
8,0 10,5 0 n.d 100 n.d 100 n.d 100
9,0 11,0 0 n.d 100 - - 0,2 98,0
10 9,12 8,8 n.d 100 - - - -
11 3,5 65,3 - - - - - -
12 1,4 85,6 - - - - 0,6 94,0

nd: Nio detectado
- : Teste ndo realizado

Os resultados na Tabela 16 mostram que o As(V) ficou retido em praticamente todos
os pHs investigados, confirmando maior interagcdo com a resina. O MMA(V) também ¢ capaz
de ficar retido na resina mesmo em pH acido, mostrando uma reten¢éo razoavel em pH 4,5. O
DMA(V) apresenta uma retengdo efetiva a partir de solu¢gdes em pH superior a 6,0, enquanto
que para o As(IIl) é necessario um pH igual ou superior a 12,0.

Isto pode ser melhor explicado através da Equagdo 16, que mostra que quanto maior o

pKa maior devera ser o pH para que ocorra a dissociacdo, ou seja, a formacgdo do anion.

pH=pKa + log [A"] / [HA] (16)

Escolheu-se para o desenvolvimento desta etapa faixa de pH 7,0 a 8,0, pois em
solucdes com pH mais elevado a resina pode ser danificada.

Como nesta faixa de pH o As(IIl) ndo fica retido, este € recolhido e quantificado no

efluente.

3.5.2. Efeito da vazdo na retengdo do As(II)

A retencdo depende do tempo necessario para que ocorra o equilibrio do analito entre
a fase aquosa e a fase solida.
A fim de observar uma retencio mais eficiente do As(IIl) preparou-se uma solucido em

pH 12,0 e investigou-se em vdrias vazdes, como ilustrado na Tabela 17.
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Como as outras trés espécies de As (DMA(V), MMA(V) e As(V)) ficaram
eficientemente retidas na resina apenas com ajuste de pH nao foi necessdrio realizar este teste

com estas espécies.

Tabela 17 - Variacao da vazio para o estudo da retencao do As(III) em solucao em pH
12,0.

Vazao Efluente Retido
(mL.min"") (ug.L™h (%)
0,4 1,3 87,0
0,3 0.5 95,0
0,2 0,8 92,0
0,1 0,6 94,0

Os resultados mostram que a melhor vazdo para que o As(IIl) fique mais retido € 0,3

mL.min"".

3.5.3. Escolha do eluente para a dessorcao das espécies de As (DMA(V), MMA(V) e As(V)).

O eluente considerado mais adequado, para a retirada das trés espécies de As que
ficaram retidas na resina, deveria ser uma solug¢do aquosa cujo pH, concentracio e espécie de
anion trocador ndo interferissem no sistema de HPLC, no qual as espécies de As serdo
separadas, e que a eluicdo dessas espécies de As fosse bastante eficiente, ou seja, uma
recuperacdo satisfatoria. Os eluentes testados, assim como, as recuperacdes das espécies de

As ap6s a eluicdo em um volume de 10 mL estdo indicados na Tabela 18.

Tabela 18 — Estudo do eluente mais adequado para a dessor¢ao, em 10 mL, das espécies
de As (DMA(V), MMA(YV) e As(V)), em vazao de 1 mL.min".

Eluente Concentracio pH DMA(V) MMA(V) As(V)
Recuperacdo  Recuperacdo  Recuperagdo
(%) (%) (%)
HCI 2M s/ ajuste 89,1 101,9 108,9
NH4H,PO, 10 mM 6,0 72,0 79,7 91,6
NH,4CI 5M s/ ajuste 69,7 85,0 89,2
NH.Cl 2M 4,0 95,4 83,3 94,3
NH,4CI 2M 6,0 82,3 84,3 81,8
NH.Cl 2M 8,5 72,5 85,1 94,4
NH,Cl 0,1 M s/ ajuste - - 61,7
NH.Cl 0,2M s/ ajuste 96,7 101,4 75,5

NH4H,PO, 10 mM 8,0 8,2
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Eluente Concentracio pH DMA(V) MMA(V) As(V)
Recuperacdo  Recuperagdo  Recuperagdo
(%) (%) (%)
NH4H,PO, 10 mM s/ ajuste - - 81,9
NH,4Cl 50 mM s/ ajuste - 87,8 -
NH,Cl 20 mM s/ ajuste - 67,3 -
NH4Cl 10 mM s/ ajuste - 67,2 -
NH,H,PO, 50 mM s/ ajuste - 99,2 -

-: Estudo ndo realizado.

Com base nos dados da Tabela 18 que mostra a recuperacdo das espécies de As para
cada eluente testado, observa-se que as solu¢des HCl 2 M, NH4Cl 2 M em pH 4,0 e 6,0,
NH,4C1 0,2 M, NH4PO, 10 mM, NH4C1 50 mM e NH4H,PO, 50 mM, podem ser empregados
para a dessorcdo das trés espécies de As (DMA(V), MMA(V) e As(V))que ficaram retidas na
resina de troca anioOnica.

Verificou-se se estes eluentes ndo interfereriam na separa¢do cromatogrifica das
espécies de As, para isto preparou-se solugdes de cada espécie de As em solugdes contendo as

substancias eluentes e, injetou-se no sistema cromatografico (Figuras 7 a 12).

0,7
0,6 -
0,5 — As(II)
« 0.4 - e DMA
0,3 - MMA
0,2 1 As(V)
0,1 - ~
0l = .

0 5 10 15 20

Tempo (min)

Figura 7: Cromatograma das espécies de As em solucao de 2 M de HCI. Concentracao
de cada espécie de As 100 pg.L'l.
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Figura 8: Cromatograma das espécies de As em solucao de SM de NH4Cl Concentracao

de cada espécie de As 100 pg.L™".
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Figura 9: Cromatograma das espécies de As em solucao de 0,2M de NH,Cl

Concentracao de cada espécie de As 100 ug.L'l.
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Figura 10: Cromatograma do MMA(V) em solu¢io de 50 mM de NH,Cl Concentracio da

espécie de As 100 pg.L™".
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Figura 11: Cromatograma do MMA(V) em solucio de 50 mM de NH4H,PO,4
Concentracao da espécie de As 100 pg.L'l.
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Figura 12: Cromatograma das espécies de As (As(IIT), DMA(V), MMA(V) e As(V))em
soluciio de 10 mM de NH,H,PO, .Concentracio de cada espécie de As 100 pg.L™".

O mesmo comportamento das espécies de As mostrado no cromatograma da Figura 7
ocorreu para as solucdo de 2 M de NH4Cl em pH 4,0 e 6,0.

Observa-se nas Figuras 7 a 12 que o dnico eluente que ndo influenciou nos tempos de
retencao de nenhuma das espécies de As foi a solucdo de 10 mM de NH4H,PO,. Portanto,
conclui-se, que na Figura 12 estd mostrado a condi¢do mais adequada para a andlise de

especiacdo de As contaminante das solu¢des de nutricdo parenteral.
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3.6 Investigacao sobre formacao de As orgéinico no processo de esterilizacao de solucoes

de aminoacidos, glicose e vitaminas.

Para verificar o comportamento das espécies As ao aquecimento, submeteu-se as
solugdes aquosas de cada espécies de As (As(Ill), DMA(V), MMA(V) e As(V)) ao processo
de esterilizagdo. Para isso, preparou-se separadamente solu¢des das espécies de As e
transferiu-se metade de cada solugdo para frascos de vidro, tais frascos foram submetidos ao
processo de esterilizacdo (121 °C) em uma autoclave, por 30 min. Logo a seguir ajustou-se o
pH das solucdes, procedeu-se a etapa de ‘“clean up” e logo a seguir a separacdo
cromatografica das solucOes esterililizadas e ndo esterilizadas de cada espécie de As.
Procedeu-se da mesma forma com dgua ultrapura do Mili-Q também submetida ao processo

de esterilizagdo (Tabelas 19, 20 e Figura 13).

Tabela 19 - Recuperacao das espécies de As (As(III), DMA(V), MMA(V), As(V)) na
etapa de “clean up” antes e apés a esterilizacdo em soluciao aquosa.

Espécie adicionada Esterilizacio Efluente Eluato Recuperacao
(80 pg.L) ¢ (gL (gL (%)
- n.d n.d n.d

- X n.d n.d n.d
As(1II) 78,8 n.d 98,5
As(1II) X 79,1 n.d 98,9
DMA(V) n.d 157,9 98,7
DMA(V) X n.d 159.,2 99,5
MMA(V) n.d 158.4 99,0
MMA(V) X n.d 156,8 98,0
As(V) n.d 160,3 100,2
As(V) X n.d 159,5 99,7

-: Branco (4gua do Mili-Q)
n.d: ndo detectado



48
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Figura 13: Cromatograma das espécies de As (DMA(V), MMA(V) e As(V)) em solucao
aquosa antes e apos a esterilizacao com estapa de “clean up”. Concentracao das espécies
160 pg.L'l, volume de injecao de 500 pL, eluente 10 mM NH4H,PO4 em pH 6,0.

Tabela 20 — Recuperacao das espécies de As (DMA(V), MMA(V) e As(V)) em solucao
esterilizada e nao esterilizada apos a separacao cromatografica.

Espécie de As Esterilizagdo Recuperacio (%)
DMA(V) 98.5
DMA(V) X 99,1
MMA(V) 93,2
MMA(V) X 92,2
As(V) 98,6
As(V) X 99,5

A Tabela 19 mostra uma recuperagdo proxima de 100% para todas as espécies de As
(As(IIl), DMA(V), MMA(V) e As(V)) em solu¢do aquosa, na etapa de ‘“clean up”, ndo
diferindo as solucdes esterilizadas das ndo esterilizadas. A Figura 13 mostra que a separacdo
cromatografica é bastante adequada, havendo uma recuperagio satisfatéria para esta etapa, e
também ndo houve diferenga entre as solugdes das espécies de As esterilizadas e ndo
esterilizadas mostrado na Tabela 20.

Estes resultados mostram que apenas o processo de esterilizacdo ndo acarreta a
conversdo de uma espécie de As em outra, ou seja, a conversio de As inorganico em
organico, e vice versa, e ainda, reacdes de oxidacdo e redugio.

Para observar se as substancias constituintes das formulacdes comerciais de nutricao
parenteral, tais como aminodcido, carboidratos e vitaminas, reagiriam com As(IIl) e As(V),
durante o processo de esterilizacdo, formando espécies de As organico (DMA(V), MMA(V)),

preparou-se solugdes contendo as substincias referenciadas na Tabela 5 que foram
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fortificadas separadamente com As(IIl) e As(V) e uma aliquota dessas solucdes foram
submetidas ao processo de esterilizagao.

As solugdes, incluindo o branco de cada substincia esterilizado e ndo esterilizado,
foram submetidas ao procedimento de ajuste de pH, etapa de “clean up”, separacdo
cromatogrifica e medida da concentracdo das espécies de As nas diferentes fragdes por

Geracdo de Hidretos.

Os resultados deste estudo para cada substancia estdo mostrados nas Figuras 14 a 21 e
nas Tabelas 21 a 28.

0,03 As(V)
0,025 +
0,02
< 0,015 4
0,01
0,005 + ] \
0 T T T T ' )
0 5 10 15 20 25 30
Tempo (min)
Nao Esterilizada Esterilizada

Figura 14. Cromatograma das espécies de As (80 pg.L'l) em solucio de 0,1% de Glicina
antes e apos a esterilizacio.

Tabela 21 - Recuperacao das espécies de As em solucio de 0,1% de Glicina apés a etapa
de “clean up”.

Espécie de As Esterilizacio Efluente Eluato Recuperacao

(80 pg.L™) 9 @gLh  uglh (%)

- n.d n.d n.d

- X n.d n.d n.d
As(I1T) 71,1 n.d 88,9
As(I1T) X 71,8 n.d 89,7
As(V) n.d 36,1 22,5
As(V) X n.d 53,2 33,2

-: Branco (solugdo de 0,1% de glicina)
n.d: ndo detectado

obs: Hd um fator de pré-concentracio de 2 vezes em relag@o ao analito da solucdo e o analito do eluato
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Figura 15: Cromatograma das espécies de As (80 pg.L'l) em solucio de 0,1% de Serina
antes e apos a esterilizacao

Tabela 22 - Recuperacio das espécies de As em solucao de 0,1% de Serina apos a etapa
de “clean up”.

Espécie de As Esterilizacio Efluente Eluato Recuperacao
(80 pg.L™) 9 gLh  @glh (%)

- n.d n.d n.d

- X n.d n.d n.d
As(III) 71,8 n.d 89,7
As(III) X 75,1 n.d 93,9
As(V) n.d 57,3 35,8
As(V) X n.d 56,7 35,4

-: Branco (solugdo de 0,1% de serina)
n.d: ndo detectado
obs: Hd um fator de pré-concentracio de 2 vezes em relag@o ao analito da solucdo e o analito do eluato
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Figura 16: Cromatograma das espécies de As (80 pg.L'l) em solucdo de 0,1% de
Metionina antes e apos a esterilizacao

Tabela 23 - Recuperacao das espécies de As em solucao de 0,1% de Metionina apés a
etapa de “clean up”.

Espécie de As Esterilizacio Efluente Eluato Recuperacio

80 pgL™) S0 (uel?h (gL (%)

- n.d n.d n.d

- X n.d n.d n.d
As(III) 80,3 n.d 100,4
As(III) X 80,2 n.d 100,2
As(V) 0,19 52,7 32,9
As(V) X 0,3 58,2 36,4

-: Branco (solugdo de 0,1% de metionina)
n.d: ndo detectado

obs: Ha um fator de pré-concentragdo de 2 vezes em relagcdo ao analito da solucdo e o analito do eluato
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Figura 17: Cromatograma das espécies de As (80 pg.L'l) em solucao de 0,1% de Acido
Aspartico antes e apos a esterilizacao

Tabela 24 - Recuperacao das espécies de As em solucio de 0,1% de Acido Aspartico

apos a etapa de “clean up”.

Espécie de As Esterilizacio Efluente Eluato Recuperacao

(80 pg.L™) 9 gLh  @glh (%)

- n.d n.d

- X n.d n.d
As(III) n.d 98,6
As(III) X n.d 98,1
As(V) 21,5 13,4
As(V) X 19,0 11,9

-: Branco (solugdo de 0,1% de metionina)
n.d: ndo detectado

obs: Hd um fator de pré-concentracio de 2 vezes em relag@o ao analito da solucdo e o analito do eluato
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Figura 18: Cromatograma das espécies de As (80 pg.L'l) em solucdo de 0,1% de

Fenilalanina antes e apds a esterilizacao.

Tabela 25 - Recuperacio das espécies de As em solucao de 0,1% de Fenilalanina apés a

etapa de “clean up”.

Espécie de As Esterilizacio Efluente Eluato Recuperacao
80 pg L") ¢ (gL (ugL™) (%)
- n.d n.d n.d
- X n.d n.d n.d
As(1II) 80,7 n.d 100,9
As(1II) X 79,4 n.d 99,2
As(V) n.d 7,45 4,6
As(V) X n.d 9,16 5,7

-: Branco (solugdo de 0,1% de fenilalanina)

n.d: ndo detectado

obs: Hd um fator de pré-concentracio de 2 vezes em relag@o ao analito da solucdo e o analito do eluato
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Figura 19: Cromatograma das espécies de As (80 pg.L'l) em solucio de 0,1% de Glicose
antes e apos a esterilizacao

Tabela 26 - Recuperacao das espécies de As em solucio de 0,1% de Glicose apés a etapa
de “clean up”.

Espécie de As Esterilizacio Efluente Eluato Recuperacao

B0 pg L") ¢ (ngL™) (ng.Lh (%)

- n.d n.d n.d

- X n.d n.d n.d
As(1II) 70,2 n.d 87,7
As(1II) X 71,9 n.d 89,9
As(V) n.d 62,5 39,1
As(V) X n.d 46,0 28,7

-: Branco (solugdo de 0,1% de glicose)
n.d: ndo detectado
obs: Hd um fator de pré-concentracio de 2 vezes em relag@o ao analito da solucdo e o analito do eluato
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Figura 20: Cromatograma das espécies de As (80 pg.L'l) em solucao de 0,1% de Acido
Ascorbico antes e apos a esterilizacao

Tabela 27 - Recuperacio das espécies de As em solucao de 0,1% de Acido Ascérbico
apos a etapa de “clean up”.

Espécie de As Esterilizacio Efluente Eluato Recuperagio

(80 pg.L") 9 (gLh  uel) (%)

- n.d n.d n.d

- X n.d n.d n.d
As(III) 65,6 n.d 82,0
As(III) X 73,1 n.d 91,3
As(V) n.d 27,8 17,4
As(V)t X n.d 12,3 7,7

-: Branco (solugdo de 0,1% de acido ascérbico)
n.d: ndo detectado
obs: Hd um fator de pré-concentracio de 2 vezes em relag@o ao analito da solucdo e o analito do eluato
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Figura 21: Cromatograma das espécies de As (80 pg.L'l) em solucdo de 0,1% de

Cianocobalamina antes e apés a esterilizacao

Tabela 28 - Recuperacao das espécies de As em soluciao de 0,1% de Cianocobalamina

apos a etapa de “clean up”.

Espécie de As Esterilizacio Efluente Eluato Recuperacao

80 pg L") ¢ (ng.Lh (gL (%)

- n.d n.d n.d

- X n.d n.d n.d
As(1II) 68,4 n.d 85,5
As(1II) X 64,9 n.d 81,1
As(V) n.d 49,3 30,8
As(V) X n.d 35,5 22,2

-: Branco (solugdo de 0,1% de cianocobalamina)
n.d: ndo detectado

obs: Hd um fator de pré-concentracio de 2 vezes em relag@o ao analito da solucdo e o analito do eluato

Os resultados mostram que o As(IIl) adicionado foi recuperado em todas as amostras

investigadas tanto nas solugdes esterilizadas quanto nas ndo esterilizadas. Isto mostra que nao

ocorrem reagdes entre o As(II) e as substincias investigadas. Resultado diferente foi

encontrado para o As(V), que apresentou baixas recuperagdes na presenga das substincias

organicas, tanto nas solucdes esterilizadas quanto nas nao esterilizadas.

Essas baixas recuperacdes poderiam ser devido a formacao de As orgénico, resultante

da reacdo de metilacdo de As(V) com as substincias organicas, mas observa-se nas Figuras 14

a 21 que ndo houve sinal referente as espécies de As organico (DMA(V) e MMA(V)). Essa
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auséncia de sinal poderia estar relacionada a interferéncia matricial que ocorreu mesmo apoés a
etapa de “clean up”, mas em menor gravidade.

Entdo, com o objetivo de elucidar a interferéncia da matriz na eluicdo da etapa de
“clean up”, utilizou-se solucdes de glicose com cada espécie de As e com a mistura dessas
espécies e, coletou-se fracdes seguintes a 10 mL (Tabelas 29 e 30).

A glicose serviu para representar a interferéncia matricial observada semelhantemente

em todas as substincias com as quais foram realizados os testes acima.

Tabela 29 — Estudo da interferéncia da matriz (glicose 0,1%) na recuperacao do As (III)
no efluente da etapa de “clean up”.

Recuperacido As(II) no efluente

Espécie de As (%)
- n.d
As(III) + DMA(V) + MMA(V) 106,1
As(IIl) +DMA(V) + MMA(V) + As(V) 104,5

-: Branco (solugdo de 0,1% de glicose)
n.d: ndo detectado

Tabela 30 - Estudo da interferéncia da matriz (glicose 0,1%) na eluicao das espécies de
As (DMA(V), MMA(V) e As(V)) na etapa de “clean up”’.

Recup. Recup. Recup. Total

Espécie de As (%) (%) (%) Recup.
10mL 20mL  30mL (%)

- n.d n.d n.d n.d
As(V) 44,2 34,1 15,4 93,7
MMA(V) 78,0 16,7 2,5 97,2
DMA(V) 82,3 9,2 0,9 92,4
As(V) + MMA(V) + DMA(V) 61,8 14,5 5,3 81,6
As(1II) + DMA(V) + MMA(V) 88,7 13,4 - 102,1
As(IIT) +DMA(V) + MMA(V) + As(V) 65,1 7,6 2,9 75,6

-: Branco (solugdo de 0,1% de glicose)
n.d: ndo detectado

Com o estudo cujos resultados estdo mostrados nas Tabelas 29 e 30 pode-se concluir
que a interferéncia da matriz ocorreu na etapa de “clean up” apenas para o As(V), sendo
necessdrio um volume total de 30 mL do eluente para se conseguir uma recuperagdo de 93,7%
de As (V).

As amostras ndo impedem a adsorcdo das espécies de As (DMA(V), MMA(V) e

As(V)) na resina, mas reduzem a capacidade do eluente em retird-las, ou ainda, promovem
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uma desorc¢do mais intensa , por isso a necessidade de um volume maior de eluente para que
haja a retirada dessas espécies.

Para As(Ill), DMA(V) e MMA(V), a interferéncia ndo foi significante, pois suas
recuperacdes foram satisfatorias na fragdo de 10 mL.

Portanto, se houvesse a formacao de As organico (DMA(V) e MMA(V)), resultante da
reacdo de metilacdo do As(V) com as substincias organicas, esses seriam eluatos na etapa de

“clean up” na primeira fracio, de 10 mL, e seus sinais apareceriam nos cromatogramas.

3.7 Ensaios de Recuperacao das espécies de As nas amostras comerciais

A recuperagdo das espécies de As foi realizada com o objetivo de avaliar a
interferéncia da matriz na determinagdo das espécies, pelo método proposto (Tabelas 31 e 32).

Para avaliar a presenca das diferentes espécies de As nas solugdes comerciais para as
formulagdes das nutricdes parenterais, foram escolhidas amostras comerciais contendo
aminodacidos, carboidratos e vitaminas, a fim de abranger a maioria dos constituintes destas
solucdes.

Para este fim, utilizou-se as amostras comerciais, descritas na Tabela 6 e 7, diluidas
100 vezes, pois a grande concentracdo de constituintes interferiria no método,. As solugdes
foram fortificadas por 50 p g.L'1 de cada espécie de As (As(IIl), DMA(V), MMA(V) e As(V))

e submeteu-as ao método proposto.

Tabela 31 - Recuperacao de 50 pg.L™ de As(IT) no efluente da etapa de “clean up”.

Amostra Recuperacdo As(IIl) no efluente (%)
Citoneurin 70,6
Nefroamino AEH 74,6
Aminosteril. HEPA 8% 104,0
Frutovena 79,2
Aminoped 10% 85.8
Aminoplasmal L 10 A 102,0

Vitamina C 89,2
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Tabela 32 - Recuperaciao de 50 ug.L'1 de cada espécie de As (DMA(V), MMA(V) e
As(V)) eluidas com 10, 20 e 30 mL de (NH4)H,PO4 na etapa de ““clean up”.

Recup.(10 mL) Recup.(20 mL) Recup. (30 mL) Total

Amostra (%) (%) (%) (%)
Citoneurin 34,9 28,5 27,8 91,2
Nefroamino AEH 47,8 23,8 23,0 94,6
AminosteriL HEPA 8% 48,7 26,5 21,5 96,7
Frutovena 40,7 38,9 16,6 96,2
Aminoped 10% 50,2 33,4 13,8 97,4
Aminoplasmal L 10 A 55,8 32,4 10,1 98,3
Vitamina C 70,0 21,4 8.4 99,8

A Tabela 31 mostra boas recuperagdes para As(IIl), recolhido no efluente, na presenca
das amostras comerciais, bem como mostrado na Tabela 32 uma recuperacio satisfatéria para
as outras espécies de As (DMA(V), MMA(V) e As(V)) dessorvidas na etapa de ‘“clean up”
por um volume total de 30 mL de eluente.

Este eluato foi injetado no sistema cromatografico para a devida separagcdo das
espécies de As (DMA(V), MMA(V) e As(V)), mostrados nas Figuras 22 a 28, as recuperagdes
dessas espécies de As medidas por HG-AAS nas fragdes coletadas no sistema cromatografco

estdo descritas nas Tabelas 33 a 39.
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Figura 22: Cromatograma do ensaio de recuperacdo das espécies de As (DMA(V),
MMA(V) e As(V)) em Solucio de Citoneurin.

Tabela 33 — Recuperacao de 50 p.lg.L'1 das trés espécies de As (DMA(V), MMA(V) e
As(V)), em solucao de Citoneurin, separadas no sistema cromatografico.

Espécie de As Recuperacio (%)
DMA(V) 103,6
MMA(V) 83,4

As(V) 86,6
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Figura 23: Cromatograma do ensaio de recuperacio das espécies de As (DMA(V),
MMA(V) e As(V)) em Solucio de Nefroamino AEH.

Tabela 34 — Recuperaciao de 50 p,lg.L'1 das trés espécies de As (DMA(V), MMA(V) e
As(V)), em solucao de Nefroamino AEH, separadas no sistema cromatografico.

Espécie de As Recuperacio (%)
DMA(V) 94,0
MMA(V) 105,6
As(V) 84,2
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Figura 24: Cromatograma do ensaio de recuperacio das espécies de As (DMA(V),
MMA(V) e As(V)) em Solucao de Aminosteril HEPA 8 %.

Tabela 35 — Recuperaciao de 50 p,lg.L'1 das trés espécies de As (DMA(V), MMA(V) e
As(V)), em solucao de Aminosteril HEPA 8%, separadas no sistema cromatografico.

Espécie de As Recuperacio (%)
DMA(V) 99,4
MMA(V) 101,6

As(V) 89,0
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Figura 25: Cromatograma do ensaio de recuperacio das espécies de As (DMA(V),
MMA(V) e As(V)) em Solucio de Frutovena.

Tabela 36 — Recuperaciao de 50 p,lg.L'1 das trés espécies de As (DMA(V), MMA(V) e
As(V)), em solucao de Frutovena, sdo separadas no sistema cromatografico.

Espécie de As Recuperacio (%)
DMA(V) 97,2
MMA(V) 104,4
As(V) 86,8
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Figura 26: Cromatograma do ensaio de recuperacdo das espécies de As (DMA(V),
MMA(V) e As(V)) em Solucio de Aminoped 10%.

Tabela 37 — Recuperacao de 50 p.lg.L'1 das trés espécies de As (DMA(V), MMA(V) e
As(V)), em solucao de Aminoped 10 %, separadas no sistema cromatografico.

Espécie de As Recuperacio (%)
DMA(V) 106,0
MMA(V) 86,6

As(V) 99,6
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Figura 27: Cromatograma do ensaio de recuperacio das espécies de As (DMA(V),

MMA(V) e As(V)) em Solucio de Aminoplasmal L 10 A.

Tabela 38 — Recuperaciao de 50 p,lg.L'1 das trés espécies de As (DMA(V), MMA(V) e
As(V)), solu¢cdo de Aminoplasmal L 10 A, separadas no sistema cromatografico.

Espécie de As Recuperacio (%)
DMA(V) 98,6
MMA(V) 102,6
As(V) 93,6
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Figura 28: Cromatograma do ensaio de recuperacéo das espécies de As (DMA(V),
MMA(V) e As(V)) em Solucao de Acido Ascérbico.

Tabela 39 — Recuperacéo de S0 p.lg.L'1 das trés espécies de As (DMA(V), MMA(V) e
As(V)),em solucao de Acido Ascérbico, separadas no sistema cromatografico.

Espécie de As Recuperagio (%)
DMA(V) 102,8
MMA(V) 99,0

As(V) 97,6
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Apesar destas amostras possuirem uma grande variedade de constituinte, conseguiu-se
boas recuperacdes na eluicdo na etapa de ‘“clean up”, assim como, na separagdo

cromatografica.

3.7 Determinacio das espécies de As nas solucoes comerciais

Solugdes comerciais que sdao usadas nas solugdes de nutricdo parenteral foram
analisadas pelo método proposto, a fim de determinar a concentragdo e as espécies de As
(As(IIl), DMA(V), MMA(V) e As(V)). Analisou-se pelo menos uma amostras de cada grupo
de constituintes das solugdes de nutricdo parental, tal como carboidratos, aminodcidos e
vitaminas. Nas Tabelas 6 e7 estdo descritas as formulacdes de cada solucdo empregada no
presente trabalho.

Averiguou-se a concentracdo total de As contida nos constituintes das formulacdes

parenteral (Tabela 40), esta medida foi realizada diretamente por HG-AAS.

Tabela 40 - Concentracao total de As nas amostras comerciais

Amostra Concentragdo Total de As
(ug.L
Citoneurin 1,83
Vitamina C 3,66
Aminoped 10% 2,68
Nefroamio AEH 3,20
Aminoplasmal L 10 A 1,87
Aminosteril HEPA 8% 3,43
Frutovena 2,87

As concentragdes de As total nas amostras comerciais, mostrados na Tabela 40, sdo
muito baixas, além disso, é necessdria realizar uma diluicdo de 100 vezes devido a grande
quantidade de constituintes que geram uma interferéncia matricial, por isso o teor de nenhuma

das espécies de As (As(IIl), DMA(V), MMA(V) e As(V)) nestas amostras foi detectada.



64

4 CONCLUSAO

A possivel formagdao de arsénio organico (DMA e MMA), devido a reacdo de
metilacdo dos arsénios inorgdnicos com o0s constituintes orginicos das solu¢des comerciais
durante o aquecimento para o processo de esterilizacdo foi investigada.

O estudo mostrou que nao ha a conversdo de arsénio inorganico (As(IIl) e As(V)) em
arsénio organico (DMA(V) e MMA(V)) sob as condic¢des utilizadas (vapor umido a 121°C
por 30 minutos), e na presenga de glicose, aminodcidos e vitaminas.

Para esta investigacdo foi necessdaria uma andlise de especiagdo. A separacdo das
espécies de arsénio foi feita por cromatografia idnica, em que se coletou fracdes referentes aos
tempos de retencao de cada espécie de As (DMA(V), MMA (V) e As(V)). A determinagao da
concentracdo dessas espécies de As foi feita por espectrometria de absor¢do atdmica com
geracdo de hidretos.

Devido a natureza complexa e a elevada concentragcdo dos constituintes das matrizes a
injecdo direta das amostras no sistema cromatografico ndo foi possivel, portanto, uma etapa
prévia de “clean up” por adsor¢do das espécies de As (DMA(V), MMA(V) e As(V)) em uma
resina trocadora de &nions foi necessdria para a conclusdo satisfatéria da andlise de
especiacdo. O As(III) ndo ficou retido na resina trocadora de anions devido ao pH escolhido,
sendo este recolhido no efluente da etapa de “clean up”, e as demais espécies s@o eluidas
simultaneamente da coluna e separadas no sistema cromatografico.

Pode-se concluir que se ha a formacdo de arsénio organico (DMA(V) e MMA(V)), as
concentragdes sdo muito baixas, sendo menores que os limites permitidos pelo método de
HGAAS.

A especiacdo do As em solucdes de nutricdo parenteral ainda merece estudos mais
profundos, pois mesmo que os teores de formacgao de arsénio organico (DMA(V) e MMA(V))
sejam baixos ou até inexistentes, ainda ha possibilidade de formacao de outras espécies de As
orgdnico, tais como arsenocolina, arsenobetaina, Oxido trimetil as€nico e {on
tetrametilarsonio.

Entretanto, se realmente ndao ocorre nenhuma formacdo de espécies de As organico,
modificando, assim, a composi¢do dos medicamentos devido a reagdes de seus constituintes
com espécies de arsénio inorganico, os fabricantes devem ter muita atengdo para o
armazenamento em embalagens de vidro, pois, ainda existe a grave contaminacdo por arsénio

inorgdnico que coloca em risco pacientes que necessitam de tais medicamentos.



5 APENDICES

5.1 Apéndice 1 - Reagentes utilizados
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Reagente Grau de Fabricante
pureza
Acido aspirtico p-a Aldrich
Acido Ascérbico p-a Vetec
Acido cloridrico p-a Merck
Borohidreto de sédio p-a Merck
Cianocobalamina comercial Farmacia Dermapele
Cloreto de amdnio p-a Merck
Dihidrogenofosfato de amonio p-a Merck
Dimetilarsenato de s6dio p-a Acros Biogen
Fenilalanina p-a Vetec
Glicina p-a Vetec
Glicose p-a Belga
Hidréxido de amdnio p-a Merck
Hidréxido de s6dio p-a Merck
Metionina p-a Merck
Meta arsenato de s6dio p-a. Synth
Mometilarsenato de hidrogénio e s6dio p-a Chem Service
Serina p-a Vetec
Triéxido de arsénio p-a Merck




5.2 Apéndice 2 — Condicoes utilizadas na etapa de ‘“‘clean up”

Resina: Anidnica fortemete bdsica IRA-410

Massa de resina utilizada: 1 g

Faixa pH da solucdo de As para a retengdo: 7,0 a 8,0
Vazao para retencio: 0,3 mL.min™

Espécies de As retidos na resina: DMA(V), MMA(V) e As(V)

Eluente: 10 mM de NH,H,PO,4

~ ~ . -1
Vazdo para dessor¢do: 1 mL.min
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5.3 Apendice 3 — Condicoes utilizadas para Cromatogragia Liquida de Alta Eficiéncia

Coluna: Hamilton PRP-X100 (10 um, 250 mm x 4,1 mm)

Fase mével: 10 mM de NH4H,PO4 em pH 6,0

Volume de injecao: 500 uL.

Programa de vazao: 0,6 mL.min"" até 13 min e 1,5 ml.min” até 25 min

Fracgdes coletadas: 7a 10; 11 a 15 e 20 a 25 minutos.
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5.4 Apendice 4 — Condicoes utilizadas na Espectrometria de Absorcao Atomica -

Geracao de Hidretos

Elemento: As

Comprimento de onda: 193,7 nm

Fenda: 0,5 nm

Corrente da lampada: 7,0 mA

Tipo de aquecimento: eletrotérmico

Temperatura de aquecimento do atomizador: 925° C

Fluxo Nj: 1,5 L/min

Tempo de pré-integracdo: 30 s

Tempo de integragdo: 3 x 5s
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Parametros das condicoes de especiacdo para determinacio de As(II), DMA(V),

MMA(V) e As(V)

Fluxo HCI 6 mol.L': 1 mL/min
Fluxo de NaBH4 1% (m/v): 1 mL/min

Fluxo de amostra: 8 mL/min

0,6

8 10 12

Concentracao (ug/L)

14

¢ As (III) @mDMA(V) A MMA(V) X As (V)

20

Espécie de As Equacido da Reta R’
As(1II) Y=0,0237X + 0,0042 0,9999
DMA(V) Y=0,0070X + 0,0221 0,9940
MMA(V) Y=0,0085X + 0,0161 0,9988
As(V) Y=0,0060X + 0,0138 0,9940
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