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RESUMO

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) o
Brasil € um dos maiores mercados de cosméticos infantil. Dentre os produtos
direcionados para esse publico esta o shampoo, que contém ingredientes especificos
para a pele delicada e requer atencdo especial quanto a seguranca. Em principio,
produtos registrados ndo devem conter substancias que possam causar risco a saude
do usuario. No entanto, contaminantes podem ser encontrados em produtos
cosmeéticos e de higiene pessoal devido a matéria-prima contaminada, degradagao de
ingredientes ou por reagdes entre ingredientes e precisam ser controlados. Entre os
contaminantes de preocupacdo em produtos de higiene pessoal e cosméticos
destacam-se as N-nitrosaminas que sao considerados potentes carcinégenos, além
de apresentarem acao teratogénica e mutagénica em animais de laboratério. A N-
nitrosodietanolamina (NDELA) tem sido detectada em cosméticos, lo¢cdes, shampoos
e fluidos cutaneos. O objetivo deste trabalho foi desenvolver um método analitico para
a determinagdo de NDELA em shampoo para bebé usando a extracdo em fase sélida
on-line a cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia associada a espectrometria de
massas sequencial (SPE-UHPLC-MS/MS). Foram avaliados diferentes preparos de
amostra para realizar o clean-up e o mais eficiente foi a extragdo em fase sélida off-
line, usando como sorbente a fase C18 (1,5 g). A concentracado da NDELA, anterior a
quantificacao, foi realizada no SPE on-line, usando a coluna Oasis HLB, cuja
otimizacao foi realizada por planejamento composto central. As condicoes 6étimas
foram: vazao da bomba quaternaria de 0,87 mL min-', tempo de carregamento de 0,27
minutos e 100% de agua como solvente de carregamento. A fonte de electrospray
(ESI) foi operada no modo positivo e a quantificacéo foi realizada no modo de reacdes
selecionadas, com um ion de quantificacdo e outro de confirmacédo de identidade. A
coluna analitica utilizada foi a UPLC® CSH C18 (2,1 x 100 mm; 1,7 um), com fase
mével composta de 0,1% de acido férmico em dgua: metanol, e eluicdo em gradiente.
A quantificacdo da NDELA foi feita por padronizacao interna utilizando o surrogate
NDELA-ds. O método apresentou linearidade no solvente na faixa entre (1,0 — 20,0 ng
mL") e na matriz entre (10 - 100 ng g'). O LOQ determinado foi de 10 ng g'. A
precisao intra-dia foi de 9,1 a 19,2% (n=3, em 3 dias) e a inter-dia de 15,3% (n=9).
Das quatro amostras analisadas, uma apresentou NDELA na concentragdo de 54 ng
g, duas abaixo do limite de detecgdo do método e uma com concentracédo abaixo do
limite de quantificagao.



ABSTRACT

According to the Brazilian National Health Surveillance Agency (ANVISA), the country
is one of the largest markets for children's cosmetics. Among the products targeted to
this public is the shampoo, which contains specific ingredients for delicate skin and
requires special attention to safety. In principle, registered products should not contain
substances that could pose a risk to the consumer's health. However, contaminants
can be found in cosmetic and personal care products due to the contaminated raw
material, degradation of ingredients or by reactions between ingredients and need to
be controlled. Among the contaminants of concern in personal hygiene products and
cosmetics are the N-nitrosamines that are considered potent carcinogens, besides
being teratogenic and mutagenic in laboratory animals. N-nitrosodiethanolamine
(NDELA) has been detected in cosmetics, lotions, shampoos and skin care products.
The objective of this work was to develop an analytical method for the determination
of NDELA in baby shampoo using solid-phase extraction on-line ultra-high
performance liquid chromatography associated with sequential mass spectrometry
(SPE-UHPLC-MS/MS). Different sample preparations were evaluated for clean up and
the most efficient was off-line solid phase extraction using C18 phase (1.5 g) as the
sorbent. The NDELA concentration, before the quantification, was performed in the
SPE on-line, using an Oasis HLB column, whose optimization was performed by a
central composite experimental design. The optimum conditions were: quaternary
pump flow rate of 0.87 mL min', loading time of 0.27 minutes and 100% water as the
loading solvent. The electrospray source (ESI) was operated in the positive mode and
the quantification was performed in the mode of selected reaction monitoring, with a
quantification ion and another of confirmation of identity. The analytical column used
was UPLC® CSH C18 (2.1 x 100 mm, 1.7 ym), with a mobile phase composed of 0.1%
formic acid in water: methanol, and gradient elution. NDELA quantification was done
by internal standardization using NDELA-ds as a surrogate. The method showed
linearity in the solvent between 1.0 to 20.0 ng mL" and in the sample matrix between
10to 100 ng g™'. The LOQ was 10 ng g”'. Intra-day precision ranged from 9.1 to 19.2%
(n = 3, within 3 days) and the inter-day value was 15.3% (n = 9). Of the four analyzed
samples, one presented NDELA at the concentration of 54 ng g'; two samples
presented NDELA less than the limit of detection of the method and one sample a
concentration lower than the limit of quantitation.
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1.1. Produtos para higiene pessoal, perfumes e cosméticos: uma
breve histéria

Os produtos para higiene pessoal, perfumes e cosmeéticos (HPPC) fazem
parte do dia a dia de milhdes de pessoas em todo o mundo. Desde o antigo Egito os
cosméticos eram usados para melhorar a aparéncia. Até um tempo atrds nao havia
regulacao ou até mesmo uma definicao para esses produtos. Entretanto, acidentes e
problemas de saude associados ao uso de produtos para HPPC ao longo da histéria
motivaram a criacao de leis para o controle desses produtos, de modo a garantir a
segurancga do usuario (BETTOM, 2007).

Os registros do uso de metais para fins cosméticos datam do periodo pré-
dinastico. A galena, um mineral composto de sulfeto de chumbo, era usado na
fabricacdo do Kohl e utilizado pelos egipcios para pintar os olhos (RODRIGUES,
2013). Apesar de ser usado até hoje em paises do oriente médio, estudos mostraram
que a exposicao ao Kohl pode levar a intoxicagao por chumbo, tendo esse metal sido
relacionado a mortes de criangas (BETTOM, 2007).

Com a descoberta da radioatividade, o mercado dos cosméticos comecou
a produzir cremes para pele, shampoo, pasta de dente, entre outros, a base de
materiais radioativos como o radio e o tério. Nessa época nao se conheciam os efeitos
cancerigenos destes materiais, 0 que levou milhares de pessoas a consumirem esses
produtos (GENET, 1998; MOULD, 1999).

Considerando a histéria dos cosméticos € possivel perceber que os
mesmos foram sendo aperfeicoados e sofreram uma evolugdo ao longo do
desenvolvimento da civilizacdo. Essa evolugcado contribuiu para o estudo de novas
formulagbes quimicas e para o desenvolvimento de tecnologias para fabricagdo de
produtos para HPPC.

Mesmo ap6s a implementacao de legislacao para o controle de substancias
toxicas e prejudiciais a saude na producdo de produtos para HPPC, acidentes
envolvendo o uso de cosméticos sdo frequentemente relatados. Como exemplo
recente, em 2009, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) proibiu 0 uso
de formaldeido em alisantes capilares, apds relatos de intoxicagdo (ANVISA, 2009).
No entanto, além de proibir 0 uso de substancias téxicas devem ser considerados,
também, as contaminac¢des decorrentes de matéria-prima contaminada, degradacao

de ingredientes ou por reagdes entre ingredientes no produto acabado (FAN et al.,
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1977; KANE & MIGLIORESE, 1990; SCHOTHORST & SOMERS, 2005; RATH &
CANAES, 2009).

1.2. Legislacao

No decorrer da evolugdo dos cosméticos e dos produtos para higiene
pessoal, percebeu-se a necessidade de fiscalizar e controlar substancias utilizadas na
fabricacao desses produtos. Isso se deu devido as intoxicagdes, irritacoes e outros
efeitos adversos sofridos pelos usuarios de produtos cosmetolégicos, e principalmente
devido a evolucao no estudo da toxicologia das substancias quimicas.

Produtos para higiene pessoal, cosméticos e perfumes sao definidos,
segundo o Mercado Comum do Sul (Mercosul), “preparacdes constituidas de
substancias naturais e sintéticas ou suas misturas, de uso externo nas diversas partes
do corpo humano, pele, sistema capilar, unhas, labios, e 6rgdos genitais externos ou
nos dentes e nas membranas mucosas da cavidade oral, com o objetivo exclusivo ou
principal de limpa-los, perfuma-los, mudar sua aparéncia e/ou corrigir odores corporais
e/ou protegé-los ou manté-los em bom estado”. Essa definicao € adotada pela Anvisa
e por agéncias regulatorias de outros paises (MERCADO COMUM DO SUL, 1994).
Esse conceito € importante, tendo em vista a cooperagdo entre as agéncias
regulatérias de diversos paises e a globalizacao do mercado de produtos para HPPC,
que envolve a importacdo e a exportagdo desses produtos (BETTOM, 2007).

A regulamentacdo de produtos para HPPC no Brasil € competéncia da
Anvisa, que regulamenta os produtos através de critérios estabelecidos por lei. De
acordo com a Resolucao da Diretoria Colegiada (RDC) n.°07 de 2015 esses produtos
sdo classificados em:

- Grau 1: produtos que possuem propriedades basicas ou elementares,
nao sendo necessarias informagdes detalhadas quanto ao modo de uso e restricoes
de uso devido as caracteristicas intrinsecas do produto.

- Grau 2: produtos que possuem indicagao especifica, cujas caracteristicas
exigem comprovacao de seguranca e/ou eficacia, assim como informacdes e
cuidados, modo de uso e restricdes de uso.

De acordo com a legislacdo estédo sujeitos a registro alguns produtos de
Grau 2, sao eles: protetores solares e bronzeadores, produtos infantis, alisantes
capilares, repelentes de insetos e géis antissépticos para as maos. Esses produtos

possuem indicacoes especificas, e suas caracteristicas necessitam de comprovacao
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de seguranca e eficacia (ANVISA, 2015). Os demais produtos para HPPC sao isentos
de registro por possuirem menor risco a saude, sendo passiveis de comunicagao
prévia antes da comercializagdo (BRASIL, 1999).

Em principio, produtos registrados ndo contém substancias que possam
causar risco a saude do usuario, uma vez que todos os dados referentes a formulacao
e especificagbes do produto sdo avaliados antes da comercializagéo através de testes
apresentados pelos fabricantes. Entretanto, o produto acabado pode conter
contaminantes. Entre os contaminantes de preocupagdao destacam-se as N-
nitrosaminas, que podem ser formadas no produto cosmético pela nitrosacéo de
componentes da matéria-prima ou pela presenca de aminas nitrosaveis na
formulacdo. Segundo a RDC N°83 de 2016 a N-nitrosodietanolamina, N-
nitrosopirrolidina, N-nitrosopiperidina, N- nitrosometiletilamina, N-nitrosomorfolina, N-
Nitrosodi-n-propilamina, N-nitrosodibutilamina, N-nitrosodietilamina, N-
nitrosodimetilamina sdo substancias proibidas em produtos de higiene pessoal,
cosmeéticos e perfumes. Além das N-nitrosaminas, esta proibido o uso da alquilaminas
(dimetilamina) e alcanolaminas (dietanolaminas) secundarias, pois sdo conhecidas
como potenciais precursores para formagao das N-nitrosaminas (ANVISA, 2016).

A legislagdo ndo especifica um limite maximo tolerado de N-nitrosaminas
no produto acabado, apenas na matéria-prima utilizada na fabricagdo. Por exemplo, a
cocamida dietanolamina (cocamida DEA), uma dialcanolamida de acido graxo, é um
tensoativo usado no shampoo cujo teor maximo de N-nitrosamina permitido é 50 ug
g"'. Outros ingredientes usados em cosméticos, como as monoalcanolaminas e as
trietanolaminas também possuem esse limite de N-nitrosamina descrito na legislacéo.
E vedado, ainda, o uso de agentes nitrosantes e embalagens que possam conter
nitritos (ANVISA, 2012a).

Até julho de 2018 os produtos para HPPC de uso infantil eram objetos de
registro junto a Anvisa, no entanto, com a atualizagdo da lei esses produtos passaram
a ser considerados de baixo risco e, portanto, isentos de registro, com excecao dos
protetores solares e dos repelentes para insetos (ANVISA, 2018).

A ideia é seguir as demais agéncias regulatérias do mundo, estimular a
inovacdo e ampliar 0 acesso a esse tipo de produto (ASSOCIACAO BRASILEIRA DA
INDUSTRIA DE HIGIENE PESSOAL PERFUMARIA E COSMETICOS, 2017).
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E importante destacar que a Anvisa nao realiza testes para a concessédo do
registro, apenas analisa a documentagéo enviada e avalia a conformidade com a lei.
Levando em consideragéo as limitagdes regulatérias e a possibilidade de
que produtos contaminados estejam sendo disponibilizados ao consumidor, esse
trabalho teve como um dos objetivos fazer um levantamento de formulagdes no
mercado que pudessem estar contaminadas com N-nitrosaminas, que conforme

exposto, sdo substancias proibidas em produtos para HPPC.

1.3. O mercado de produtos para higiene e cosméticos

O Brasil ocupa atualmente o quarto lugar na posicao mundial de consumo
de produtos para HPPC, ficando atras apenas dos Estados Unidos, da China e do
Japéao, o que representa 6,9% do consumo mundial. Além de produtos nacionais, 0
mercado brasileiro é abastecido com produtos importados de 76 paises, sendo os
maiores fornecedores, a Argentina, os Estados Unidos, a Franca e a China. O pais
também atua ativamente no mercado de exportacdo de produtos para HPPC,
exportando produtos para 178 paises (ASSOCIACAO BRASILEIRA DA INDUSTRIA
DE HIGIENE PESSOAL PERFUMARIA E COSMETICOS, 2018).

Um levantamento da Associacdo Brasileira da Industria de Higiene
Pessoal, Perfumaria e Cosméticos (ABIHPEC), mostrou que existem atualmente 2718
empresas de produtos para HPPC regularizadas na Anvisa, sendo que 41,7% sao do
estado de Sao Paulo. O panorama do setor mostrou, ainda, que nos ultimos 10 anos
0 mercado consumidor brasileiro teve um crescimento composto de 8,2%, passando
de um faturamento anual de R$ 47 milhdes para R$ 102 milhdes em 2017
(ASSOCIACAO BRASILEIRA DA INDUSTRIA DE HIGIENE PESSOAL
PERFUMARIA E COSMETICOS, 2018).

O mercado de produtos para HPPC possui um segmento direcionado aos
produtos de uso infantil e o Brasil € um dos maiores consumidores desses produtos,
ocupando o terceiro lugar no consumo mundial, em 2017. Esse segmento apresentou
um crescimento de 45,6% entre 2011 e 2016, sendo que os produtos para cabelo
representam um terco desse setor, com um crescimento de 83,3% nesse periodo
(ASSOCIACAO BRASILEIRA DA INDUSTRIA DE HIGIENE PESSOAL
PERFUMARIA E COSMETICOS, 2018).

O crescente interesse por produtos direcionados as criangas requer
atencao especial quanto a seguranca destes. Dentre os produtos direcionados para o
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publico infantil esta o0 shampoo, que contém ingredientes especificos apropriados para
a pele delicada.

Considerando o exposto, o objetivo geral desse trabalho € determinar a
presenga de N-nitrosaminas em shampoo para bebé.

1.4. As N-nitrosaminas

As N-nitrosaminas e/ou seus precursores estao presentes numa variedade
de produtos naturais e manufaturados, como: agrotoxicos, tabaco, detergentes,
alimentos, medicamentos, plasticos, cosméticos, entre outros. Em geral as N-
nitrosaminas ndo sao intencionalmente adicionadas ao produto, mas podem ser
formadas durante ou apés sua producado (AGENCY FOR TOXIC SUBSTANCES AND
DISEASE REGISTRY, 1989; RATH & CANAES, 2009).

Os compostos N-nitrosos em geral e, em particular, as N-nitrosaminas, sao
considerados potentes carcindgenos, além de apresentarem acdo teratogénica e
mutagénica em animais de laboratério. Efeitos carcinogénicos das N-nitrosaminas ja
foram observados em mais de 40 espécies de animais, inclusive em macacos
(BARTSCH & MONTESANO, 1984; RATH & CANAES, 2009).

Uma N-nitrosamina conhecida como contaminante presente em
cosméticos, locdes, shampoos e fluidos cutdneos é a N-nitrosodietanolamina
(NDELA). Muitos estudos foram conduzidos ap6s a primeira confirmacao da presenca
da NDELA em cosméticos, em 1977, e foi comprovado o potencial de nitrosagcédo de
varias matérias-primas empregadas na industria cosmética. Em alguns casos, as N-
nitrosaminas sao formadas pela nitrosacdo de componentes primarios de matéria-
prima, enquanto em outras situacées a presenca € decorrente da matéria-prima
contaminada por aminas nitrosaveis. As aminas mais comumente encontradas em
produtos cosméticos sdo a dietanolamina (DEA) e a trietanolamina, ambas podem
levar a producdo de NDELA (FAN et al., 1977; KANE & MIGLIORESE, 1990;
SCHOTHORST & SOMERS, 2005; RATH & CANAES, 2009).

Além da NDELA outras N-nitrosaminas sdo conhecidas pela sua acao
carcinogénica, séo elas: N-nitrosopirrolidina (NPYR), N-nitrosopiperidina (NPIP), N-
nitrosometiletilamina (NMEA), N-nitrosomorfolina (NMOR), N-Nitrosodi-n-propilamina
(NDPA), N-nitrosodibutilamina  (NDBA), N-nitrosodietilamina (NDEA), N-
nitrosodimetilamina (NDMA). Essa ultima é considerada carcinogénica mesmo em
baixas concentragoes (0,7 ng L") (FUJIAN et al., 2016).
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A seguir serdo apresentadas algumas informagdes importantes sobre as N-
nitrosaminas, como toxicologia, reacao de formacao, ocorréncia em cosméticos e

propriedades fisico-quimicas.

1.5. Toxicologia

A acgdo de compostos N-nitrosos em organismos vivos é estudado
extensamente ha muitos anos. Os compostos N-nitrosos, como as N-nitrosaminas,
sdo capazes de induzir acdes tdxicas crbnicas e aguda em animais, como efeitos
carcinogénicos, mutagénicos, e teratogénicos (MAGEE, 1971).

Apesar das N-nitrosaminas terem sido descobertas no século XIX, a
toxicidade dessas substancias comecou a ser estudada mais profundamente somente
100 anos depois. Em 1954, estudos realizados com ratos e camundongos revelaram
que a N-nitrosodimetilamina (NDMA) é capaz de causar danos ao figado desses
animais quando o composto é administrado no nivel de 25 mg kg™ (ppm). Um estudo
posterior demonstrou que essa N-nitrosamina é capaz de causar tumor hepatico em
ratos, quando estes sao submetidos a uma dieta adicionada de NDMA, se tornando
um dos primeiros estudos a evidenciar a carcinogenicidade de uma N-nitrosamina
(MAGEE & BARNES, 1956).

O estudo da agao carcinogénica da NDELA teve inicio em 1967, tendo sido
observado o desenvolvimento de carcinoma hepatocelular e adenoma renal em todos
os ratos submetidos aos testes. Essa N-nitrosamina mostrou um potencial
carcinogénico duzentas vezes menor do que a NDMA (FAN et al, 1977;
PREUSSMANN et al., 1983).

Para que ocorra a acao biolégica das N-nitrosaminas é necessario que
substancias intermedidrias sofram uma transformagéo in vivo. A substancia passa por
ativacao metabdlica para formar agentes alquilantes que atuam como eletréfilos, que
por sua vez interagem com os nucledéfilos do DNA. Os efeitos causados por essa
interacao sao responsaveis pela agao carcinogénica (PREUSSMANN, 1984).

Em roedores, a disposicao metabdlica da NDELA ocorre, principalmente,
pela B-oxidagéo, conforme esquema apresentado na Figura 1.
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Figura 1: Disposi¢cao metabdlica da NDELA em roedores. ADH — alcool desidrogenase; CYP,
citocromo P450; NAD - nicotinamida adenina dinucleétido; NADPH - fosfato de dinucledtido
de nicotinamida e adenina (forma reduzida). Fonte: (LOEPPKY, 1999).

Apesar do metabolismo dos compostos N-nitrosos ser bem estabelecido, é
necessario entender outros mecanismos bioldégicos mais complexos, como a
farmacocinética do composto, diferencas entre metabolismos e a especificidade de
dano ao DNA (PREUSSMANN, 1984).

Para estimar quantitativamente o risco, estudos de dose-resposta sao
utilizados. Para a NDELA, testes realizados em ratos mostraram que mesmo em
concentragdes baixas, 1,5 mg/kg/dia, a NDELA é capaz de estimular o crescimento
de tumores. Para as N-nitrosaminas NDEA e NDMA, doses de 0,025 mg/kg/dia,
mostraram efeitos carcinogénicos, enquanto a NPYR apresentou maior incidéncia de
cancer no nivel de 10 mg/kg/dia (PREUSSMANN et al., 1983).

Os estudos com a NDELA revelaram ainda que grande parte do composto
€ excretado na urina de forma ndo metabolizada. Isso indica que, provavelmente, o
metabdlito formado in vivo deva ser o intermediario com potencial carcinogénico
(PREUSSMANN et al., 1983). Em 1979, Edwards et al. verificaram que apds a
aplicacédo de 12,7 g de cosmético contaminado com 980 pg de NDELA (77 ugg'), em
tecido humano, o composto foi excretado pela urina (< 50 ug kg') com uma meia-
vida superior a 13 horas (EDWARDS et al., 1979). Esses resultados indicam que a

substancia é absorvida pela pele.
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A acao carcinogénica de outras N-nitrosaminas ciclicas como a NPIP e
NMOR também foram estudadas, tendo sido consideradas carcinogénicas, induzindo
tumor no figado e em outros érgdos em ratos e camundongos (MAGEE, 1971).

Ainda que os estudos toxicoldgicos tenham sido realizados com animais,
observagbes toxicoldégicas e bioquimicas permitem extrapolar os resultados
encontrados para o ser humano. Essa extrapolagéo justifica-se ainda mais se for
considerado que os compostos N-nitrosos mostraram ser carcinogénicos em mais de
40 espécies diferentes de animais, incluindo o macaco, e que nenhuma espécie se
mostrou resistente contra os efeitos biolégicos (SPIEGELHALDER & PREUSSMANN,
1984; RATH & CANAES, 2009).

Varias pesquisas de acompanhamento foram realizadas com trabalhadores
expostos a fluidos metallrgicos contendo etanolaminas e nitrito de sédio. Devido ao
uso de agentes precursores na formacao da NDELA, suspeitava-se que esses fluidos
estivessem contaminados com uma N-nitrosamina. Os estudos de acompanhamento
revelaram alguns casos de morte por cancer, e concluiu-se que a co-exposicao a
nitrito e etanolaminas € considerada um indicativo de exposicao as N-nitrosaminas
(JARVHOLM et al., 1986; PARK & MIRER, 1996; SULLIVAN et al., 1998).

E importante destacar que as suspeitas da acdo carcinogénica em
humanos, causados pelas N-nitrosaminas, com base em estudos realizados, em
animais, ha décadas atras nao foram confirmadas por estudos mais recentes
utilizando técnicas mais avangadas (BRYAN et al., 2012).

Levando em consideracao as evidéncias do efeito carcinogénico das N-
nitrosaminas, além da facilidade com que esses contaminantes sao formados, a

determinacao analitica desses compostos se torna de extrema importancia.

1.6. Formacao das N-nitrosaminas

As N-nitrosaminas foram descobertas em 1863. Na época foi verificado que
aminas secundarias reagem com nitritos ou acido nitroso formando uma “amida
nitrosa” (TELLING, 1982).

As N-nitrosaminas sao formadas pela reacédo de nitrosacdo que acontece
entre agentes nitrosantes e aminas secundarias e terciarias, como a dietanolamina e
a trietanolamina (SCHMELTZ & WENGER, 1979). A reacdo das aminas nitrosaveis
com agentes nitrosantes como o acido nitroso, nitritos, ou éxidos de nitrogénio (ex.
N203 e N204) € mostrada na Reagédo 1 (KANE & MIGLIORESE, 1990).
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R2NH + HNO2 — R2NNO + H20 (1)

O mecanismo da reacao de nitrosacao € mostrado nas Reacdes de 2-4
(MIRVISH, 1975).

NOz + H* —» HNO:z2 (2)
2 HNO2 _‘ento 0 [N2O3 + H20 (3)
RoNH + N2Os ——» Ra2N-NO + HNO:2 (4)

O nitrito reage em meio acido para formar o anidrido nitroso (agente
nitrosante) que por sua vez reage com a amina secundaria, formando a N-nitrosamina.
A reacao é de segunda ordem em relacao ao acido nitroso e é favorecida em pH
levemente acido e em altas temperaturas (KANE & MIGLIORESE, 1990; RATH &
CANAES, 2009). A reacdo pode ocorrer mais rapidamente quando os agentes
nitrosantes anidrido nitroso e tetréxido de dinitrogénio reagem com aminas em meio
basico. Pesquisas revelaram que o formaldeido, pode catalisar a reacao de nitrosacao
em meio basico, até pH 11, indicando que a reacao de formacéo das N-nitrosaminas
pode ocorrer em meio acido, neutro e basico, o que facilita a formacdo desses
contaminantes (ROSENBERG et al., 1980; KANE & MIGLIORESE, 1990). Apesar da
reacao acontecer nesses trés meios, o pH étimo é entre 3,0 e 3,4 para aminas com
pKa >5 (RATH & CANAES, 2009).

A trietanolamina também pode sofrer reacao de nitrosacao para formar N-
nitrosaminas. Porém, a reacao é mais lenta e envolve a formagéao da dietanolamina
através da clivagem nitrosativa. O mecanismo proposto encontra-se nas Reacgdes de
5- 8 (KANE & MIGLIORESE, 1990).

RaNCH2R™ + N2Os  — R2NNOCH2R™ + NOz (5)
RaNNOCH2R™ + NO2 ——» R2N =CHR™ + N20 + H20 (6)
RaN=CHR + H2O ——» RaNH + R'CHO (7)
RoNH + N2Os —» RaNNO + HNO:2 (8)

A reacéo de nitrosacao pode ser inibida por compostos que competem com

a amina pelo agente nitrosante, como, por exemplo, o acido ascérbico e o sulfamato
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de amoénio (KANE & MIGLIORESE, 1990). Enquanto isso, ions cloreto e brometo, por
exemplo, podem agir como anions nucleofilicos para catalisar a reacao (RATH &
CANAES, 2009).

Em cosméticos as N-nitrosaminas podem ser formadas pela reacao de
nitrosagao entre ingredientes do produto, pelo uso de matéria-prima contaminada por
aminas nitrosaveis, degradacédo de ingredientes ou até mesmo pela migragdo de
componentes da embalagem (RATH & CANAES, 2009; CHISVERT et al., 2017).

Devido ao potencial de nitrosacdo das dietanolaminas, essas estao
proibidas de serem utilizadas em formulagédo de produtos para HPPC. No entanto, a
trietanolamina ainda é permitida. Adicionalmente, esses produtos sdo formulados com
alcanolamidas de acidos graxos como a cocamida dietanolamina, que pode levar a
formacao de N-nitrosaminas. Essa alcanolamida é produzida pela condensacéao de
ésteres metilicos de acidos graxos com a dietanolamina. Sendo assim, a formacao de
N-nitrosaminas pode acontecer pelo uso de dietanolamina contaminada ou pela
reacao entre a dietanolamina livre presente na alcanolamida e agentes nitrosantes
contidos na formulagédo do produto (AGENCY FOR TOXIC SUBSTANCES AND
DISEASE REGISTRY, 1986).

Outra substancia usada em produtos para HPPC, é o agente
antimicrobiano 2-bromo-2-nitropropano-1,3 diol (Bronopol®) usado como conservante.
Essa substancia é capaz de nitrosar a dietanolamina, mostrando uma maior eficiéncia
de formacdo de NDELA em pH 12, ap6s 96 horas de reacdo. Entre os produtos da
decomposicdo do Bronopol® est4 o nitrito, conhecido como espécie nitrosante, e o
formaldeido, um catalisador da reacdo (SCHMELTZ & WENGER, 1979; CHALLIS et
al.,, 1995). Atualmente, o bronopol € permitido em produtos para HPPC, como
substancia de a¢do conservante na concentracdo maxima de 0,1% (ANVISA, 2012b).

1.7. Ocorréncia em cosméticos e produtos de higiene pessoal

Os primeiros estudos para determinacao de N-nitrosaminas em cosméticos
foram realizados nos anos 70. As investigacdes foram motivadas por estudos
anteriores que mostraram a formacdo de N-compostos em produtos contendo
etanolaminas secundarias e terciérias.

Em 1977, Fan et al. estudaram a presenca de NDELA em produtos para
cuidado com a pele e shampoo. Os resultados mostraram que alguns produtos
estavam contaminados com, aproximadamente, 48000 ng g-' de NDELA (FAN et al.,
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1977). Em 1981, uma pesquisa realizada com produtos comercializados na Bélgica,
revelou a contaminagdo de produtos como creme facial no nivel de 350 ng g
(ROLLMANN et al., 1981). Os cosméticos avaliados nas investigagdes iniciais,
possuiam em sua formulacdo aminas secundarias e primarias ou seus derivados.

Mais de 8000 matérias-primas sao utilizadas na fabricagdo de cosméticos.
Por exemplo, as alcanolamidas sdo substancias utilizadas como matéria-prima na
fabricacdo de shampoo, podendo ser produzidas pela condensacdao de
dietanolaminas e acido graxo. Caso o produto contenha nitrito ou fontes desse ion é
possivel que ocorra a formagao de N-nitrosaminas in situ (ROSENBERG et al., 1979;
RATH & CANAES, 2009).

Com a ampliagdo das pesquisas e o desenvolvimento de novos métodos
de detecgéo de N-nitrosamina, avangos foram sendo obtidos. Em 1984, Spiegelhalder
e Preussmann determinaram a presenga de N-nitrosaminas volateis e ndo volateis
usando a cromatografia a gas associada ao detector de quimioluminescéncia (GC-
TEA, gas chromatography - thermal energy analyzer). Os resultados revelaram que
50 amostras estavam contaminadas com NDMA (2 24 ng g''), 26 amostras continham
NMOR (= 640 ng g') e 25 amostras apresentaram NDELA (= 1400 ng g
(SPIEGELHALDER & PREUSSMANN, 1984).

No decorrer dos anos 80 e 90 varios estudos para determinagdo de N-
nitrosaminas em cosméticos foram conduzidos. Mesmo apés restringir o uso de
agentes precursores da formacdao de N-nitrosaminas, como a dietanolamina, em
formulacbes de produtos para HPPC, pesquisadores continuaram detectando
contaminantes em produtos acabados.

Nos ultimos 10 anos pesquisas utilizando técnicas mais avangadas foram
realizadas e N-nitrosaminas continuaram sendo detectadas, em niveis mais baixos. A
Tabela 1 mostram alguns dados recentes sobre a presenca de N-nitrosaminas em
cosmeéticos e produtos para higiene pessoal.
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Tabela 1: Niveis de N-nitrosaminas encontradas em cosméticos e produtos para higiene

pessoal.

Produtos para

Nivel de

contaminante

N-nitrosamina HPPC encontrado Ref.
(ng g7)
Creme, logcao de
NDMA, NDEA, NDPA, limpeza, gel de
NMOR, NPYR, NPIP, banho, emulséo, N.d (MA et al.,
NDBA, NDPhA, perfume, po, ' 2011)
NDCHA, NDBzA sombra, shampoo e
batom
Shampoo e sabao (DAVARANI
NDELA liquido 506800 o 21, 2013)
NMEA, NDEA, NDPA,
NDNBISAlsr:\IAITIEbNB'\zAA(\),R’ Produtos de cuidado 207 (DONG et
NMPhA. NEPhA., para a pele (NDMA) al., 2015)
NDiIiNA, NDMA
Suavizante de pele,
limpador facial,
limpador de espuma
NDELA facial, mascara, 20214+ ODetal
)
shampoo, batom
liquido, tintura para
cabelo.
NMEA, NDMA, NDPA,
NPIP, NPYR, NMOR, Produtos de cuidado 97 (FUJIAN et
NEPhA, NMPhA, NDBA, para a pele (NDBzA) al., 2016)
NDPhA, NDBzA
(GHAZALEH
NDELA Shampoo 60-323 & ZAHRA,
2017)
Creme e gel de (CHISVERT
NDELA banho 136345 oral, 2017)
Shampoo, gel de
banho, logéo, 56-597
cremes, (NDELA) (LIM et al.,
NDELA, NDEA condicionador, 12-41 2018)
protetor solar, (NDEA)

produtos para bebé

N.d — Nao detectado

* Treze amostras apresentaram tragos de N-nitrosaminas com valores abaixo do limite de

quantificagdo (20 ug kg™).

Considerando que as N-nitrosaminas sao proibidas e que pesquisas
recentes realizadas fora do pais confirmaram a presenca desses compostos em
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produtos de uso diario, como shampoo, fica evidente a importancia de se desenvolver

métodos para determinagao desses contaminantes em matrizes nacionais.

1.8. Propriedades fisico-quimicas

As N-nitrosaminas s&o compostos de estrutura caracterizada,
essencialmente, pelo grupo N-nitroso N-N=0. Os grupos R1 e Rz, conforme mostra a
Figura 2, ligados ao nitrogénio podem variar de um atomo de hidrogénio a um

substituinte mais complexo, conferindo a molécula a forma alifatica ou aromatica.

R"\N/R?
|
N%O

Figura 2: Estrutura geral das N-nitrosaminas.

As N-nitrosaminas podem apresentar os estados sélido, liquido e gasoso.
Sao compostos estaveis em meio basico e sdo sensiveis a luz ultravioleta (RATH &
CANAES, 2009).

As caracteristicas fisicas como volatilidade e polaridade podem ser
utilizadas para classificar as N-nitrosaminas (TELLING, 1982).

Classe 1: Volateis com cadeia dialquil curta (ex. NDMA) e heterociclica (ex.
NPIP).

Classe 2: Baixa polaridade, nao volatil.

Classe 3: Alta polaridade, nao i6nica, ndao-volatil (ex. NDELA).

Classe 4: Alta polaridade, ibnica, ndo-volatil (ex. aminoacidos N-nitrosos).

A caracteristica volatil das N-nitrosaminas pode ser dada pelo valor da
pressdao de vapor. A Tabela 2 apresenta os valores de pressdo de vapor para 0s
compostos.
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Tabela 2: Pressao de vapor das N-nitrosaminas.

N-nitrosaminas Pressao de vapor
(mm Hg)
NDELA 0,0005 em 20°C
NMOR 0,036 em 20°C
NPYR 0,06 em 20°C
NDBA 0,05 em 25°C
NDPLA 0,086 em 20°C
NPIP 0,092 em 20°C
NDEA 0,86 em 20°C
NMEA 1,10 em 25°C
NDMA 2,70 em 20°C

Fonte: (CHEMIDPLUS A TOXNET DATABASE, 2018)

Quanto maior a pressdo de vapor mais volatil € o composto. Portanto,
podemos considerar a NDELA como ndo volatil. Essa caracteristica deve ser levada
em consideracédo quando for escolhida a técnica de determinacéo.

A Tabela 3 apresenta algumas propriedades fisico-quimicas das N-

nitrosaminas selecionadas.
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Tabela 3: Estrutura e propriedades fisico-quimicas das N-nitrosaminas (MM: massa molar em g mol™).
Nome/ Férmula Log
molecular/Abreviacio MM Kow pKa Formas protonada, neutra e/ou desprotonada
HO\N 0\\\\N O\N
N-nitrosodietanolamina oKar = 3,15 '!J PKar | ke |
- - _— N
(C&H[;E'r_fs) 134,13 -1,34 oKaz = 15,5 v NN W NN N =, N\/\O_
Forma Forma Forma
protonada neutra desprotonada
o/w o/ﬁ
N-nitrosomorfolina k/” /OH+ pKay K/N 0
(CaHsN2) 116.11 -0,18  pKai = 3,14 i S N
NMOR
Forma Forma
protonada neutra
. N N oH M@ rL 0
N-nitrosodimetilamina P \N¢ _— A \N/
(C2HsN2) 74.05 0,04 pKai = 3,52
NDMA Forma Forma

protonada

neutra
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Nome/ Férmula Log
molecular/Abreviacao MM Kow pKa Formas protonada, neutra e/ou desprotonada
pKas |
N- nitrosometiletilamina THON L N ~—— O‘*\} N
N
(CsHaN2) 88.06 040  pKar=342 v vd N
NMEA
Farma Farma
protonada neutra
pKay
+ —_— e
N-nitrosopirrolidina N\\N.;ffOH - N //,)O
(CaHsN2) 100.06 0,44 pKai = 3,3 N
NPYR
Forma Forma
protonada neutra
*OH \r‘q pia o) \r‘q
N-nitrosodietilamina XN T =—= T
(CsaH10N) 102.08 0,75 pKai = 3,32
NDEA
Forma Forma

protonada

neutra




Capitulo 1: Introducéo

36

Nome/ Férmula Log
molecular/Abreviacao MM Kow pKa Formas protonada, neutra e/ou desprotonada
pkas
N-nitrosopiperidina N gnT  — &
(CsH1oN) 11408 0,89  pKai=33 & NP
NPIP
Forma Forma
protonada neutra
*HOS Ty,
T pKa ‘
N-Nitrosodi-n- Fa % i W P L N
propilamina _
(CsH14N20) 130,0 1,80 pKar = 3,3
NDPLA Forma Forma
protonada neutra
+HO\ OQ\\N
\T pKa |
N-nitrosodibutilamina LW L W . WP LW LW
(C1sH18N20) 158,14 2,69 pKai = 3,3
NDBA

Forma
protonada

Forma
neutra
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Nome/ Formu_la - MM Log pKa Formas protonada, neutra e/ou desprotonada
molecular/Abreviacao Kow
N-nitrosodifenilamina o
(C12H10N20) 198,08 3,35 NE

NDPhA

Q/NKN{?

Forma neutra
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1.9. Composicao dos shampoos

Shampoos sao detergentes sintéticos destinados a remover a sujeira dos
cabelos. Em 1930, os alquil sulfatos comegaram a ser utilizados na fabricagéo de
shampoos e passaram a ser conhecidos como tensoativos ou surfactantes. Os
tensoativos sdo classificados em anidnicos, catidnicos e anféteros, de acordo com a
carga da extremidade carregada (BARBOSA & SILVA, 1995; MITSUI, 1997). A Figura

3 mostra a representacao dos tipos de tensoativos sintéticos.

Figura 3: Exemplos de tensoativos e suas classificagdes. A: tensoativo anidnico lauril éter
sulfato de sodio; B: tensoativo anfétero cocamidopropil betaina; C: tensoativo catiénico
cloreto de dodecil trimetil amdnio; D: tensoativo ndo ibnico.cocamida dietanolamina

Em geral os shampoos sao produzidos com um ou mais classes de
tensoativos. No caso dos produtos especificos para os bebés, utiliza-se tensoativos
anféteros ou nao ibnicos, pois sdo menos irritantes. Usualmente os shampoos para
bebé possuem pH entre 6 e 7 e sdo mais viscosos para evitar o contato com os olhos
(BARBOSA & SILVA, 1995; BAREL et al., 2009).
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E comum associar a quantidade de espuma & propriedade de limpeza dos
shampoos, no entanto, o fator de limpeza ndo se deve a essa. Os surfactantes
utilizados para produzir maior quantidade de espuma, como por exemplo, os sulfatos
de alquila, sdo muitas vezes irritantes e por isso ndo sao utilizados como surfactante
primario na fabricacdo de shampoos para bebé (BAREL et al., 2009).

O shampoo € composto em sua maioria por agua (~75%), surfactante
primario, um ou mais co-surfactantes, sais soluveis e outros ingredientes adicionados
em menor quantidade, como fragrancias e conservantes. Os surfactantes anidnicos,
como o lauril éter sulfato de s6dio, sdo mais comumente utilizados como tensoativos
primarios. Essa substéncia é responsavel pela limpeza, enquanto o co-surfactante é
usado para aumentar a formacao de micelas e a capacidade espumante do produto.
Geralmente, os co-surfactantes sdo da classe dos nao aniénicos, como por exemplo
a cocamida dietanolamina (MITSUI, 1997; ROMANOWSKI & SCHUELLER, 2009).

1.10. Métodos analiticos para determinacao de N-nitrosaminas em
cosméticos

Um dos desafios da determinacdo de N-nitrosaminas em cosméticos e
produtos de higiene de modo geral € a etapa de preparo da amostra, devido a
complexidade da matriz, variacdo da composicao de acordo com o fabricante e
selecdo de uma amostra branca para validagcdo do método, além do baixo nivel de
concentracdo das N-nitrosaminas, na ordem de ng g' (CANAES, 2011). Devido as
diferencas entre matrizes, tratamentos de amostras longos e distintos podem ser
necessarios. Na fase de preparacdo da amostra deve-se, além de eliminar
interferentes e concomitantes, concentrar o analito. Entre os preparos de amostra
reportados na literatura destacam-se a extragcdo em fase sélida (SPE, solid phase
extraction) (SCHOTHORST & SOMERS, 2005; FLOWER et al., 2006; WANG, 2006;
GHASSEMPOUR et al., 2008; MA et al., 2011; JOO et al., 2015; FUJIAN et al., 2016),
micro-extracdo em fase sélida (SPME, solid phase microextraction) (DAVARANI et al.,
2013; CHOI et al., 2016), micro-extracao liquido-liquido dispersiva (DLLME, dispersive
liquid-liquid microextraction) (CHISVERT et al.,, 2017) e, mais recentemente, o
procedimento QUEChERS proposto por Anastasides et al (2003) e adaptado por
Ghazaleh (2017).

A extracdo da NDELA de shampoo € outro desafio, devido a caracteristica
polar da molécula e da matriz, o que dificulta 0 emprego de sorbentes de fase reversa
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na SPE. Muitos trabalhos publicados na literatura recomendam uma etapa de diluicao
em meio aquoso da amostra e percolacdo em fase C18 visando a retencdo de
compostos da matriz. A NDELA nao tem afinidade pelo sorbente e, portanto, ndo é
retida. Desta forma, o clean-up nao é eficiente e a concentragdo do analito inviavel.

Um dos objetivos desse trabalho foi desenvolver uma técnica de preparo
de amostra capaz de eliminar os interferentes de modo a se alcangar um nivel baixo
de quantificacdo (ng g'). Além disso, buscou-se desenvolver uma técnica que
pudesse extrair da matriz tanto as N-nitrosaminas polares quanto as apolares.

A NDELA é um composto de carater polar e a técnica mais indicada para
sua quantificacdo é a cromatografia liquida. Para as N-nitrosaminas volateis, a
cromatografia a gas é a técnica mais recomendada (ROLLMANN et al., 1981;
TELLING & DUNNETT, 1981; SPIEGELHALDER & PREUSSMANN, 1984; SOMMER
& EISENBRAND, 1988; COLLIER et al., 1988, WESTIN et al., 1990; SCHOTHORST
& STEPHANY, 2001; DAVARANI et al., 2013; DONG et al., 2015; CHOI et al., 2016).

Como detectores tem sido reportado o de quimioluminescéncia,
ultravioleta, eletroquimico e a espectrometria de massas sequencial, sendo esse
ultimo de maior importancia na atualidade, uma vez que permite a quantificacéo e a
confirmagéo de identidade.

Na revisdo bibliografica apenas cinco artigos utilizando a técnica LC-
MS/MS foram encontrados na literatura (SCHOTHORST & SOMERS, 2005; JOO et
al., 2015; FUJIAN et al., 2016; GHAZALEH & ZAHRA, 2017; LIM et al., 2018), sendo
que apenas o artigo publicado por Lim (2018) utilizou a técnica para determinar a
presenca de N-nitrosaminas volateis e ndo volateis. Além disso, ndo foi encontrado
na literatura, método utilizando a técnica de SPE on-line para a quantificacao de N-
nitrosaminas em cosméticos.

A Tabela 4, mostra as técnicas analiticas e os preparos de amostras mais
relevantes encontrados na literatura, utilizando LC-MS/MS.



Capitulo 1: Introducgéo 41
Tabela 4: Determinacdo de N-nitrosaminas em cosméticos usando cromatografia liquida acoplada ao espectrometro de massas. Dados da
literatura.
Modo de
. . Técnica ionizacao/ LoOQ
Analito Matriz Preparo de amostras analitica modo de (ng/g) Ref.
quantificacao
Extracao/clean up Extracao/clean up
Gel de banho, A SPE
Oleo para mo:tra 19 Técnica (amostras soluveis
cabelo, (qt ) em égua)
Sg?’."po‘c’j’ LLE (para L (SCHOTHORST
condicionador, L amostras menos -
NDELA cremes, espuma | Techica soliveis em Sorbente Bakerbond C1g MS/MS ESI+/SRM 45,6 & Sg)'\SSE)RSa
de banho, agua)
(Iaosifollante, Amostra eluida pelo
sapbao paraas | golvente , Solvente de | cartucho sem utilizar
maos extrator Diclorometano eluicdo solvente para
eluicdo
Extracao Clean-up
Amostra o SPE (amostras
Suavizante de (gtd.) 0.59/0.19 1) solliveis em agua)
pele, limpador (JOO et al.,
facial, mascara , Bond Elut AccuCAT 2015)
para cilios, Técnica LLE Sorbente troca anibnica e UHPLC-
NDELA shampoo, catiénica MS/MS ESI+/SRM 20
batom liquido, Agua,
tintura para diclorometano,
cabelo. Solventes acetonitrila, Solvente de A
" L~ gua
extratores etanol, eluicao
cloroférmio
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Extracao Clean-up 20 (NPIP,
Nanotubo de NDPA,
NDMA Amoztra 19 Técnica carbono multi- NDBA,

’ (qtd) camadas NMPhA);
NDEA, o5
NPYR, - (NPYR);
NMOR, Produtos de Técnica UAE Sorbente MWCNT-10 35
NPIP .

’ cuidado para a UHPLC- (NDPHhA, (FUJIAN et al.,
NDBa | pele em creme mMsMs | APCH/SRM 1 Eppa). 2016)
NDPhA, e em logéo (N[?I(EJA)-

NMPhA Solvente Acetonitrila Solvente de 80 ’
NIE)FI;ZQ extrator eluicao l(\l[\é)hécz)g
850
(NDMA)
Extracao Clean-up
AT‘:;;““ 2g Técnica QUEChERS
NDELA |  Shampoo Solvents MgSOs, PSA, C186 | =2 ESI+/SRM 42 (GHAZALEH &
Acetonitrila Clean up L MS/MS ZAHRA, 2017)
extrator silica
Salting out | MgSO., NaCl S°;Y§i2§ode
Shampoo, gel Extracao/ Clean-up
de banho, logdo, | Amostra 1g Técnica 10 ng mL"
NDELA, cremes, (qtd) LC- Estomsy | (NDELA) (LIM et al.,
NDEA cond|C|ona<|jor, Técnica SLE Sorbente --- MS/MS Sl+ 5ng mL 2018)
E;g;ejforssg;g Solvente | . . . 4o oiig | SOIVente de (NDEA)
beba extrator eluicao

Legenda: SPE: Extracdo em fase solida; LLE: Extracao liquido/liquido; UAE: Extracao assistida por ultrassom; SLE: Extracao sélido/liquido;
PSA: Amina primaria secundaria
*O tipo de solvente de extracao depende do tipo de amostra: soluvel, pouco soluvel, insolivel em agua.
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1.11. Preparo de amostras

A primeira técnica de preparo de amostras usada para a determinacao de
NDELA em matrizes cosméticas foi a cromatografia de adsor¢do usando silica gel e
acetona como solvente de eluicdo. No entanto, esse procedimento mostrou baixa
recuperacao e repetibilidade devido a diferenca entre as formulagdes dos produtos.
Foi verificado que essa variabilidade na formulagdo causa grandes alteracées na
eficiéncia de extracao (FAN et al., 1977; FUKUDA et al., 1981).

A dificuldade encontrada no preparo de amostras envolvendo matrizes
complexas como 0s cosméticos deve-se, em parte, a diversidade de ingredientes
utilizados nas formulacdes, dentre eles substancias organicas que podem ser co-
extraidas devido a similaridade com o analito (ZHONG & LI, 2016). A seguir serao
discutidas algumas técnicas utilizadas para o preparo de amostras de matrizes
cosmeéticas.

Uma das técnicas mais reportada para o preparo de amostras cosméticas
é a extracdo em fase sélida (SPE). Essa técnica consiste em reter o analito numa fase
estacionaria sélida, denominada sorbente, através da eluicdo da amostra liquida por
um cartucho recheado com a fase sdlida. Os interferentes sdo removidos percolando
um solvente de lavagem, e em seguida os analitos sdo eluidos com um solvente de
eluicdo. Portanto, essa técnica permite além da eliminacdo dos interferentes a
concentragdo do analito (ZHONG & LI, 2016). A retencao dos interferentes, e ndo do
analito, também é possivel. Nesse caso, o analito ndo possui afinidade com o sorbente
e é eluido através do sorbente enquanto os interferentes ficam retidos. No entanto,
essa abordagem néo possibilita a concentragdo do analito. Muitas vezes a técnica de
SPE é combinada com a LLE para uma melhor extragéo e clean up (GHAZALEH &
ZAHRA, 2017).

A fase reversa Cis foi utilizada por Schothorst e Somers (2005), Flower et
al. (2006) e Ghassempour et al. (2008). Essa fase possui caracteristica apolar e por
isso quando matrizes polares, como o0 shampoo, sdo percoladas as substancias
apolares sao retidas, enquanto as polares sao eluidas. Apesar da técnica SPE
consumir menor quantidade de solventes organicos, envolve um numero maior de
etapas que pode causar perda do analito, além de consumir mais tempo (ZHONG &
LI, 2016).
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Como mencionado anteriormente, a cromatografia em coluna utilizando
silica gel foi uma das primeiras técnicas reportadas. A silica é um sorbente de carater
polar (fase normal) utilizado para reter analitos polares em matrizes ndo polares. Para
a extracdo da NDELA, um analito polar, essa técnica se mostra, teoricamente,
adequada. Em seu estudo, Wang et al. (2006) relataram valores de recuperagéo de
mais de 90%, utilizando silica gel como sorbente para preparo de amostras como
shampoo, creme para a pele e espuma de banho (WANG et al., 2006).

Além dos sorbentes citados, sdo reportados, na literatura, o uso da fase
reversa hidrofilica-lipofilica, Oasis HLB, e fases de troca ibnica. Essas ultimas se
baseiam na atracdo eletrostatica entre um grupo carregado do analito e um grupo
carregado da superficie do sorbente.

Estudo realizado com os sorbentes Oasis HLB, Strata-X polymeric C18,
Hypercarb PGC, Bond Elut Carbon, Oasis MCX e Bond Elut AccuCAT, para extragéo
da NDELA de matrizes cosméticas, revelou que o mais apropriado é o sorbente de
troca anidnica e catiénica com fase C8 Bond Elut AccuCAT. Esse sorbente mostrou
eficiéncia na extracdo do analito de matrizes complexas, e na separagdao de
interferentes de carater anfipatico, oferecendo maiores valores de recuperacéo e
seletividade (JOO et al., 2015).

A técnica de SPE € apropriada para matrizes soluveis em agua. Para as
matrizes menos solUveis € reportada a técnica de extracao liquido-liquido, usando
solventes de extragdo como o diclorometano, cloroférmio ou acetonitrila. E importante
destacar que alguns preparos de amostra usando SPE envolvem uma etapa anterior
de extracao liquido-liquido para aumentar a eficiéncia do clean up (SCHOTHORST &
SOMERS, 2005; JOO et al., 2015; FUJIAN et al., 2016).

A técnica de extracdo em fase sélida dispersiva (dSPE) utilizando
nanotubos de paredes multiplas (MWNT) foi proposto por Fujian et al. (2016). A dSPE
€ uma técnica simples na qual uma aliquota do extrato da amostra é adicionada a uma
quantidade de sorbente. Em seguida, a mistura é agitada para total interagdo entre a
aliquota e o sorbente. A separacao do sorbente é feita por centrifugacao e a aliquota
final é recolhida para anélise. Essa técnica permite a combinacao de varios tipos de
sorbentes, o que possibilita a otimizacdo do procedimento de acordo com o tipo de
analito e de matriz. Para a extracao de N-nitrosaminas volateis (polares e apolares)
de produtos para pele na forma de creme e locao, essa técnica se mostrou apropriada,
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com valores satisfatorios de recuperacao e precisdao (CABRERA et al., 2012; FUJIAN
et al., 2016).

O procedimento QUEChERS (quick, easy, cheap, effective, rugged, and
safe) foi desenvolvido inicialmente por Anastasiades et al. (2003) para a determinacao
de pesticidas em alimentos com alto teor de agua em sua composicao e foi utilizado
por Ghazaleh e Zahra (2017) para a determinagcdo de NDELA em shampoo. A
proposta da técnica é realizar uma extracao inicial utilizando extracao liquido-liquido,
seguido de um clean up com d-SPE. A primeira etapa do QUEChERS consiste na
extracao com solvente, como por exemplo a acetonitrila, em banho ultrassénico. Em
seguida é realizada a etapa de salting out utilizando sais como MgSO4 e NaCl, para
aumentar a eficiéncia de extracao do analito. Por fim é realizada a limpeza do extrato
através da d-SPE, utilizando sorbentes como C18 e amina primdria secundaria (PSA),
para eliminacdo dos interferentes. A vantagem do QUEChERS estda no menor
consumo de reagentes e na rapidez na execucao da técnica (CABRERA et al., 2012;
CAPELA et al., 2016; GHAZALEH & ZAHRA, 2017).

A dispersdo da matriz em fase sélida (MSDP) consiste na mistura da
amostra com um sorbente e a transferéncia desse material para um cartucho para
eluicdo. O suporte sdélido faz a dispersdo dos componentes da amostra em sua
superficie, proporcionando o aumento da area superficial. Os componentes da
amostra e o analito séo distribuidos na fase sélida de acordo com a polaridade. O uso
de co-colunas também € possivel, proporcionando o aumento do clean up. Nesse
caso, a amostra dispersa é colocada num cartucho contendo Florisil® ou silica, por
exemplo, e logo apoés é realizada a eluigdo do analito (BARKER, 2000).

Nesse trabalho foram avaliados diferentes preparos de amostra de modo a
selecionar o que oferece o melhor clean up e eficiéncia de extracdo. A técnica
selecionada foi otimizada de tal forma que o efeito matriz fosse minimizado para as
amostras selecionadas. Além do preparo de amostra off-line foi avaliado nesse
trabalho o uso da técnica SPE on-line para a concentragao dos analitos.

1.12. SPE on-line
A etapa de preparo de amostra é a que consome mais tempo na analise e
muitos erros analiticos podem ser gerados nessa etapa. Isso motivou o

desenvolvimento de dispositivos automatizados e hifenados como o SPE on-line que
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acopla a extracdo em fase sélida diretamente ao sistema cromatogréafico (BARCELO
& HENNION, 1995).

O método hifenado mais utilizado com a cromatografia liquida, em se
tratando de amostras liquidas é a SPE (PAN et al., 2014). A técnica de SPE on-line é
baseada num esquema de valvulas que sdo configuradas no modo de carregamento
e eluicdo. A Figura 4 mostra o esquema do sistema de acoplamento SPE-LC.

Posigdo da valvula 1:1 | Carregamento |

| = — SPE :| E— @

Descarte

=4 }._-f G —> Coluna analitica — =
Bomba binaria MS/MS
Posicdo da valvula 2:1 |  Eluigdo |
: U' || ) —
O — U
Bomba guaterndria Descarte
o —O=Th
2 B —
:[I II_:
f =
..,_,./ S S —1
Bomba binaria L{ | Coluna amaltica '.[ |—*
MS/MS

Figura 4: Esquema simplificado do SPE on-line a cromatografia liquida. A configuracao
permite o acoplamento da coluna SPE e da coluna analitica, viabilizando a concentragéao do
analito, o clean up e a separacao. Fonte: Proprio autor.

O preparo de amostras no modo on-line traz beneficios como: aumento da
repetibilidade, da eficiéncia e da precisdo do método, diminuicdo na perda do analito,
menor tempo de execugdo, diminui a contaminagdo da amostra e sua possivel
degradacéo.

Nesse trabalho a técnica de SPE on-line foi utilizada para a concentracao
dos analitos e clean-up adicional do extrato anterior a quantificacdo. O principio de

funcionamento das valvulas foi detalhado no item 3.7 da “Parte experimental”.
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1.13. Técnicas analiticas

A cromatografia liquida (LC) é uma técnica muito utilizada para separagao
de compostos nao volateis ou pouco volateis, onde uma pressao elevada é aplicada
no sistema de forma que o solvente liquido (fase movel) passe através da coluna
cromatografica, recheada com pequenas particulas, que separam as substancias
através da sua afinidade pela fase estacionaria. A cromatografia liquida é uma técnica
bem estabelecida e consolidada sendo, até hoje, muito utilizada para o
desenvolvimento de métodos de separacado, tendo disponivel varias opcbes de
colunas para as mais diversas aplicagdes (MALDANER et al., 2012; LANCAS, 2013).

A pesquisa por novas fases estacionarias permitiu o desenvolvimento de
instrumentos capazes de diminuir o tempo da andlise e aumentar a eficiéncia de
separacdo. A cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia (UHPLC) usa colunas
cromatograficas com particulas porosas < 2um. Além de permitir a diminuigdo do
tempo da analise, as vantagens trazidas por esse sistema é o aumento da resolucao
e detectabilidade, economia de fase mével e estacionaria, volume menor de amostra
e menor geracao de residuos (CHIARADIA et al., 2008).

O cromatégrafo a liquido acoplado ao espectrdmetro de massas sequencial
(LC-MS/MS) traz muitas vantagens, dentre elas o aumento da seletividade, sendo
esse sistema hifenado comumente utilizado para a analise de misturas complexas e
analises quantitativas de tracos. A técnica LC-MS/MS é recomendada para compostos
muito polares e ndo volateis ou com baixa volatilidade (BOYD et al., 2008; CHIARADIA
et al., 2008).

A espectrometria de massas (MS) é uma técnica baseada na medida da
razao massa/carga (m/z) de moléculas ou fragmentos de moléculas. O detector possui
a capacidade de distinguir os analitos dos interferentes mesmo que possuam o
mesmo tempo de retencéo, devido a sua alta seletividade quando operado no modo
de reagdes selecionadas (SKOOG et al., 2006).

A fonte de eletronebulizacao (ESI, electrospray) baseia-se na transferéncia
de ions presentes em solucéo para a fase gasosa, sendo uma interface indicada para
moléculas de baixa massa molecular e polaridade média/alta, sendo, portanto,
indicada as N-nitrosaminas, objetos do estudo (COLE, 1997).

O analisador do tipo quadrupolo é muito utilizado por apresentar linearidade
adequada em analises quantitativas. Nos instrumentos do tipo triplo quadrupolo, trés
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quadrupolos sdo colocados em série. O primeiro e o terceiro permitem a sele¢ao de
ions, enquanto o segundo é uma cela de colisdo onde ocorre a fragmentacao do ion
selecionado no primeiro quadrupolo. A fragmentacao que ocorre no segundo
quadrupolo é realizada pela colisdo do ion precursor com moléculas de um gas neutro,
como, por exemplo, o argdnio. Apds a fragmentacdo a razdo massa/carga do ion
produto (ion precursor apds a fragmentacéo) pode ser selecionada e é direcionada
para o terceiro quadrupolo. Esse modo de analise é conhecido como monitoramento
de reacodes selecionadas (SRM, selected reaction monitoring), que fornece uma alta
sensibilidade e seletividade ao método (BOYD et al., 2008; CHIARADIA et al., 2008).

1.14. Validacao do método

A validagao analitica pode ser definida como a “avaliacdo sistematica de
um metodo por meio de ensaios experimentais de modo a confirmar e fornecer
evidéncias objetivas de que o0s requisitos especificos para seu uso pretendido s&o
atendidos” (ANVISA, 2017).

A validacao tem como propdsito demonstrar que o método analitico produz
resultados confiaveis e € adequado a analise especifica para a qual foi desenvolvido
(ANVISA, 2017).

Os parametros realizados para a validacao podem variar de acordo com o
objetivo analitico ou com as diretrizes estabelecidas pelas agéncias regulatérias.
Alguns parametros utilizados na validacdo do método sdo: seletividade, faixa linear,
linearidade, limites de detecgdo e quantificacdo, precisao intra- e inter-ensaio e
exatidao (ANVISA, 2017).

1.14.1. Seletividade

A seletividade de um método analitico é a sua capacidade de identificar ou
quantificar o analito na presenca de componentes presentes na amostra, como
impurezas, metabdlitos ou componentes da matriz (ANVISA, 2017).

A espectrometria de massas sequencial, operando no modo SRM,
associada a técnica cromatografica tem como vantagem o aumento da seletividade
se comparado com detectores espectrofotométricos de modo geral e permite, além da
quantificagéo, a confirmagéao de identidade (ANVISA, 2017).

No caso de métodos quantitativos, de acordo com a RDC n°166 de 2017
da Anvisa, a seletividade pode ser demonstrada através da “comprovacdo de que a
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resposta analitica se deve exclusivamente ao analito, sem interferéncia do diluente,

da matriz, de impurezas ou de produtos de degradagao”.

1.14.2. Faixa linear e linearidade

A faixa linear ou faixa de trabalho é a faixa de concentragcdo que fornece
quantificagbes confidveis com exatiddo e precisdo atravées do uso da relacdo
concentracao-resposta. Essa relacdo refere-se a curva analitica que relaciona a
resposta instrumental com a concentragcdo do analito. A faixa linear pode ser
estabelecida a partir do estudo da linearidade (ANVISA, 2017).

A linearidade € a capacidade do método de fornecer respostas analiticas
diretamente proporcionais a concentracao do analito. ApOs estabelecer a faixa de
trabalho, deve ser avaliado a linearidade da mesma. Para isso, sao utilizados pelo
menos, cinco pontos de concentragdes diferentes para a solugao padrao, medidas em
triplicata, no minimo (ANVISA, 2017).

1.14.3. Limites de deteccao e quantificacao

O limite de deteccao (LOD) é a menor quantidade do analito presente na
amostra que pode ser detectado, porém, ndo necessariamente quantificado. De
acordo com a RDC n°166 de 2017 da Anvisa a determinacao do LOD pode ser feita
por método visual, da razdo sinal-ruido, baseado na determinagédo do branco ou em
parametros da curva de calibracdo. Na utilizagcdo do método raz&o sinal-ruido, a razao
deve ser maior ou igual a 2:1, sendo que geralmente é utilizado a razdo de 3:1
(ANVISA, 2017).

O limite de quantificagao (LOQ) é a “menor quantidade do analito em uma
amostra que pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis sob as
condicbes experimentais estabelecidas’. Para a determinagdo desse parametro
através da avaliacdo da razao sinal/ruido, deve ser considerado uma razao de no
minimo 10:1. O LOD e o LOQ sao expressos em concentracao e a relacdo do LOQ
com a precisao e a exatidao deve ser considerada (RIBANI et al., 2004; ANVISA,
2017).
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1.14.4. Precisao intra e inter ensaio

A precisdo € a proximidade dos resultados obtidos utilizando o método
desenvolvido. Esse parametro é expresso por meio da repetibilidade, da precisao
intermediaria ou da reprodutibilidade (ANVISA, 2017).

Uma das formas de expressar a precisao € através da estimativa do desvio
padrao relativo (RSD) ou coeficiente de variagdo (CV), calculado conforme Equagao
1.

RSD=S x 100 (Eq. 1)

B[]

Quando a precisao é expressa em termos de repetibilidade, a amostra deve
ser avaliada sob as mesmas condigcbes de operagcdao, mesmo analista, mesmo
equipamento, e leitura das réplicas realizadas em um Unico dia. Nesse caso, a
precisao é referida como preciséo intra-dia. A RDC n°166 da Anvisa preconiza que a
reprodutibilidade deve ser obtida em laboratorios diferentes, através de proximidade
dos resultados. Em termos de reprodutibilidade intra-laboratorial ou intermediaria, a
precisao pode ser obtida no mesmo laboratério, em dias diferentes, sob as mesmas
condicOes de operacao e operadores diferentes (ANVISA, 2017).

Os critérios de aceitacdo devem levar em consideracdo os objetivos do
método, variabilidade intrinseca do método, concentracao de trabalho e concentragéo
do analito na amostra (ANVISA, 2017). Os valores de aceitacdo do RSD podem ser
determinados usando a tabela de Horwitz, que estabelece a relagdo entre os valores
de RSD e concentracao do analito (HORWITZ et al.,1980).

1.14.5. Exatidao

A exatiddo mede o nivel de concordancia entre a concentracao
experimental encontrada utilizando o método e a concentragéo tedrica ou real. A
exatidao pode ser expressa em termos de percentual de recuperacao do analito,
calculado pela relacdo entre a concentracao média determinada experimentalmente e
a concentracao teorica, conforme Equacao 2 (ANVISA, 2017).

Concentraciao média experimental

Recuperagéo (%) = x 100 (Eq. 2)

Concentragio tedrica
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1.14.6. Quantificacao usando surrogate como padrao interno

Os surrogates sao compostos similares ao analito quanto a composicéo
quimica, podendo ser uma versao da substancia modificada isotopicamente. Assim
como o analito, o surrogate nao esta presente na matriz branca e deve ser adicionado
as solugdes padrao, a matriz branca e a matriz fortificada (RIBANI et al., 2004).

Para a técnica LC-MS/MS o efeito matriz pode ser caracterizado pelo
incremento ou supressao do ion, causando o aumento ou a diminuicdo do sinal,
respectivamente. Uma das possibilidades de corrigir esse efeito € utilizando uma
curva analitica na matriz para a quantificacdo do analito. Entretanto, em algumas
situagdes € inviavel encontrar uma matriz branca que represente varias amostras,
sendo esse 0 caso dos cosméticos e produtos para higiene pessoal, os quais possuem
matrizes que variam de fabricante para fabricante. Essa diferenca na matriz pode
resultar em interferentes diferentes, e em concentragdes distintas, que co-eluem com
o analito (HEWAVITHARANA, 2011).

O principal objetivo do preparo de amostras, além de concentrar o analito,
é eliminar concomitantes que possam causar um efeito matriz. No entanto, mesmo
apos clean up extensos, alguns compostos podem co-eluir com o analito, causando o
efeito matriz, principalmente quando se trata de matrizes complexas como os
cosméticos e se emprega a fonte ESI. Ainda que seja utilizado o modo SRM na
quantificacdo e confirmacéao de identidade, os concomitantes, apesar de nao serem
detectados, podem prejudicar a ionizacdo do analito e, em consequéncia, afetar
negativamente o limite de quantificacdo do método.

Para corrigir o efeito matriz pode ser utilizado o método de padronizacao
interna, onde um padrao interno (surrogate) é adicionado para corrigir esse efeito. A
construgdo da curva analitica para quantificacdo do analito € construida plotando a
razdo entre as respostas do analito e do padrédo interno versus concentragdo do
analito. Essa razdo serd a mesma, independente da curva ser preparada na matriz
branca ou no solvente. Isso pode ser explicado pela similaridade entre o surrogate e
o analito, que normalmente eluem no mesmo tempo de retencao e sofrem os mesmos
efeitos causado pelos concomitantes. Portanto, a raz&do das respostas individuais sera
sempre a mesma. Além de corrigir o efeito matriz, o padrao interno corrige as

variagdes do preparo de amostras, perdas durantes as etapas do preparo de amostras
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e as variagOes intrinsecas da fonte ESI e do espectrémetro de massas (GOSETTI et
al., 2010; HEWAVITHARANA, 2011).
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2.1. Objetivos

O objetivo geral do trabalho consistiu no desenvolvimento e validagéo de
um método, empregando a extragcdo em fase sélida on-line a cromatografia liquida de
ultra-alta eficiéncia associada a espectrometria de massas sequencial (SPE-UHPLC-
MS/MS) visando a determinacdo de NDELA em shampoo para bebé.

Os objetivos especificos compreendem:

v' Levantamento de formulagcdes de shampoo para bebé no mercado e, pela
composicao descriminada no rotulo, avaliar a presengca de aminas com
potencial de serem nitrosadas;

v" Desenvolvimento de método analitico para a determinacado de NDELA usando
SPE-UHPLC-MS/MS e avaliagdo se 0 mesmo pode ser estendido para outras
N-nitrosaminas;

v Avaliacao de diferentes preparos de amostras;

v' Validacdo do método desenvolvido para a determinagcdo de NDELA em
shampoo para bebé;

v' Andlise de amostras de shampoo.
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3.1. Equipamentos

v Cromatoégrafo a liquido de ultra-alta eficiéncia Waters ACQUITY UPLC® com
Espectrometro de massas Waters tipo quadrupolo Xevo TQD Zspray e sistema de
extracdo em fase sélida on-line (SPE-UHPLC-MS/MS) constituido de: sistemas de
bomba quaternaria H-Class e bomba binaria I-Class, forno para coluna, injetor
automatico FTN I-Class, fonte de ionizagao por eletronebulizagdo (ESI) e sistema de
gerenciamento de coluna (Column Manager). Software MassLynx versao 4.1;

v' Balanga analitica Sartorius modelo CPA 225D com precisdo de = 0,01 mg
(Alemanha);

Purificador de agua Milli-Q Academic (Millipore, EUA);

Bomba de vacuo modelo 089-CAL (Fanem, Brasil);

Centrifuga modelo Rotofix 32A (Hettich, Alemanha);

Agitador de solugao tipo vortex, modelo IKA® genius 3 (EUA);

Banho de ultrassom Unique, modelo 1450 (Brasil);

N NN R

pH-metro Digimed, modelo DM-22 com eletrodo de vidro combinado (Brasil).

3.2. Materiais

v Cartucho para SPE em polipropileno com capacidade para 6 mL;

v Coluna cromatogréafica Waters Acquity UPLC® CSH C18 (2,1 x 100 mm; 1,7 um)
(Waters, Irlanda);

v Coluna para SPE on-line Waters HLB OASIS Direct connect HP 20 um, 2,1 x 30
mm (Waters, Irlanda).

v' Discos para cartucho SPE, feito em polietileno, 20 um de porosidade (Sigma
Aldrich, EUA);

v Cartucho de extragdo em fase sélida Oasis HLB 6cc, 200 mg, particula de 30 um
(Waters, EUA);

v' Sistema tipo “manifold” de multiplas extracdes;

v" Tubo para centrifuga tipo Falcon em polipropileno 15 mL;

3.3. Padroes analiticos
v" N-nitrosodietanolamina (Sigma Aldrich, 99%);
v" N-nitrosodietanolamina-ds (Sigma Aldrich, 99%);
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v" Solucao de N-nitrosaminas (MIX): N-nitrosodibutilamina, N-nitrosodietilamina, N-
nitrosodimetilamina, N-nitrosodifenilamina, N-nitroso-n-propilamina, N-
nitrosometiletilamina, N-nitrosomorfolina, N-nitrosopiperidina, N-nitrosopirrolidina
(Sigma Aldrich, 99%).

3.4. Solventes e reagentes

v" A 4gua empregada no preparo de solugdes e amostras foi obtida em sistema de
purificagéo (Milli-Q, EUA).

Acetato de amoénio (Merck, Alemanha);

Acetona (Honeywell, EUA);

Acetonitrila grau HPLC (Honeywell, EUA);

Acido férmico (Merck, Alemanha);

Bondesil PSA 40 uym (Agilent Technologies, Brasil);

Cloreto de sbdio 99,5 % (Merck, Alemanha);

Diclorometano grau HPLC (Carlo Erba, Franga);

Florisil® 100-200 mesh (J.T. Baker, EUA);

Formiato de amédnio (Sigma Aldrich, india),

Hexano (J. T. Baker, EUA);

Metanol grau HPLC (Honeywell, EUA);

Silica gel 60-200 mesh (J.T. Baker, EUA);

Sorbente a base de silica quimicamente ligada com grupo octadecil (C1s) para
SPE, Discovery® DSC-18 70 A x 50 pm (Sigma Aldrich, EUA);

v' Sulfato de magnésio anidro p.a. (Synth, Brasil);

S N N N S N N N N N R N

v Sulfato de sédio anidro p.a (Vetec, Brasil)

3.5. Amostras

Doze amostras de shampoo para bebé, de fabricantes diferentes, foram
adquiridas no comércio da cidade de Campinas-SP. As amostras foram armazenadas
em temperatura ambiente (25 °C) e protegidas de luz. Para a selecao das amostras
foi feita a avaliagdo da composi¢ao indicada no rétulo do produto. Das 12 amostras,
oito relatam em sua formulagdo substdncias precursoras na formacdo de N-
nitrosaminas. As quatro amostras restantes, sem potenciais precursores na formacao

de N-nitrosaminas em sua formulacdo, foram adquiridas a fim de selecionar uma
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possivel matriz branca. A Tabela 5 apresenta as amostras, suas respectivas
referéncias codificadas quanto ao fabricante, e a presenca de substancias

precursoras.

Tabela 5: Amostras de shampoo para bebé e a presenga de agentes precursores na formagao
de N-nitrosaminas.

. . Dimetilol-dimetil
Fabricante C°‘|’)""E’R'da C°I‘fnaE'1:da Trietanolamina (DMDM)
hidantoina
A X X
B X
C X X
D
E
F X
G X
H X X
|
J X
K X
Li

Legenda: DEA (dietanolamina); MEA (monoetanolamina); i: produto importado.

3.6. Preparo das solucoes padrao

A solucido estoque de 1000 pg mL' de NDELA foi preparada pela
dissolucdo do padrdo em metanol. A NDELA-ds foi preparada em metanol na
concentracdo de 100 pg mL"'. A solucdo padrdo do MIX de N-nitrosaminas foi
preparada na concentragdo de 100 ug mL" a partir da diluicdo do padrdao em metanol.
Todas as solugdes estoque foram armazenadas em frasco ambar, no freezer a -18
°C, por um periodo maximo de trés meses.

As solugdes intermediarias foram preparadas na concentracdo de 10 ug
mL" a partir da diluicdo das solugdes estoque em metanol como solvente de diluigéo.
As solugdes de trabalho foram preparadas, diariamente, a partir da diluicdo da solugao
intermediaria, usando agua como solvente.
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3.7. Desenvolvimento do método espectrométrico e cromatografico
(SPE-UHPLC-MS/MS)

Para o desenvolvimento do método cromatografico e espectrométrico foi
utiizado um cromatoégrafo liquido de ultra alta-eficiéncia (UHPLC), acoplado a um
espectrdmetro de massas sequencial (MS/MS), com analisador triplo quadrupolo
(QQgQ) e fonte de ionizacao por eletronebulizacdo (ESI). O método foi desenvolvido
usando a tecnologia SPE on-line, um procedimento automatizado onde uma coluna
de extracdo em fase sélida (SPE) é acoplada diretamente ao sistema cromatografico,
permitindo a injecdo de volumes maiores de amostra, concentragcdo do analito e
limpeza.

O sistema SPE-UHPLC-MS/MS é composto por uma bomba binaria (BSM)
e uma bomba quaternaria (QSM). A QSM ¢é sincronizada com o amostrador (sample
manager) e é responsavel por fazer o carregamento da amostra na coluna de SPE
on-line. No modo de carregamento a QSM bombeia a fase mével pelo amostrador,
levando a amostra para a coluna de SPE, onde os analitos serdo concentrados. A
BSM é responsavel pela eluicdo dos analitos da coluna de SPE e direcionamento
destes para a coluna analitica e sistemas de detecgao.

As etapas do procedimento envolvem:

1. Carregamento/clean up da amostra na coluna SPE;

2. Mudancga da valvula e eluicdo dos compostos da coluna SPE para a

coluna analitica, no modo direct flush, onde ocorre a separacao;

3. Mudanca da valvula para a posicao inicial, apdés a eluicao de todos os

analitos, permitindo a regeneracao e reequilibrio das bombas e das
colunas;

4. Sistema pronto para préxima injecao.

As Figuras 6 e 7 mostram os diagramas do sistema ACQUITY UPLC da
Waters no modo de SPE on-line.
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Carregamento
Posi¢do das valvulas (1:1)

e ——
Descarte
Esquerda Direita

Amostrador I \ N % £ Bomba

G /i R Binaria

~
Bomba _’DID
Quaternaria
_PD Coluna analitica |

Figura 5: Configuracao do sistema no modo de carregamento. A direcao da fase movel da
bomba binaria esta representada pela linha azul e a direcao do solvente propulsionado pela
bomba quaternaria pela linha vermelha. As valvulas sao configuradas na posigéo 1:1.

Eluicao
Posigdo das valvulas (2:1)

'I \
Esquerd

Amostrador

Bomba
Binaria

Bomba
Quaternaria

Direct flush '

-
_’| [ Coluna analitica D—PE

Figura 6: Configuragéo do sistema no modo de eluicédo. A direcado da fase mével da bomba
binaria esta representada pela linha vermelha e a diregdo do solvente propulsionado pela
bomba quaternaria pela linha azul. As vélvulas sao configuradas na posicao 2:1.

O carregamento da amostra na coluna SPE pode ser realizada utilizando
uma vazao maior de solvente, devido ao tamanho das particulas da coluna (20 um).
Além disso, o tamanho da coluna permite que a amostra seja carregada num tempo

menor.
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O desenvolvimento do método de carregamento da amostra e de eluigao
estao descritos nos itens, 3.7.3 e 3.7.2, respectivamente.

3.7.1. Condicoes do espectrometro de massas

Para o desenvolvimento do método analitico aplicado ao espectrémetro de
massas foram estabelecidas, primeiramente, as condicdes 6timas do equipamento.
Para isso, foram infundidas diretamente e individualmente solu¢des padrao de N-
nitrosodietanolamina e N-nitrosodietanolamina-ds (padréo interno) preparadas em
metanol na concentracdo de 1,0 ug mL". Para os demais analitos foi infundida uma
solugao padrao de MIX de N-nitrosaminas na concentragdo de 10 ug mL™'. A infusédo
foi feita no modo combinado, usando acido férmico 0,1% em agua: metanol (85:15,
v/v) como fase mével na vazao de 0,4 mL min'.

Para cada analito foram monitorados um ion precursor e um a dois ions
produto, sendo selecionado um ion de quantificacdo e um ou dois de confirmacao. As
solugbes padriao de N-nitrosaminas foram infundidas na vazao de 20 uL min'. A
ionizacao por eletronebulizacao foi feita no modo positivo e 0s seguintes parametros
de operacao do equipamento foram otimizados: voltagem do capilar (kV), temperatura
da fonte (°C), temperatura de dessolvatacao (°C), vazdo do cone e do gas de
dessolvatacéo (L h).

ApGs a otimizacdo dos parametros citados acima, foram verificadas a
voltagem do cone e a energia de colisdo para cada analito. O dwell time foi ajustado
apos a determinacao das condicoes cromatograficas. Foi estabelecido um intervalo
de 15 a 30 pontos de aquisicao para o pico do ion de quantificagcao de cada analito.

Tendo sido estabelecidas as condigbes 6étimas do espectrbmetro de
massas, foi feita uma avaliagdo adicional dos aditivos utilizados na fase movel. Foram
avaliados, além do 4cido férmico 0,1%, o formiato de aménio (10 mmol L") e o acetato
de amonio (10 mmol L. Para isso, foram injetados no sistema cromatografico, no
modo SPE on-line, 2 puL de solugdo padrdo 1,0 pg mL"', utilizando a coluna
cromatografica Acquity UPLC CSH C18 e a coluna SPE Oasis HLB. Cada aditivo foi
adicionado, individualmente, a fase mével aquosa. A temperatura da coluna analitica
foi mantida em 40 °C e a temperatura do sample manager em 10 °C. Cada aditivo foi
avaliado, utilizando trés vazdes da bomba binaria: 0,30 mL min', 0,35 mL min-' e 0,40
mL min-'. As condigdes da bomba quaternaria foram mantidas em 100% de agua (v/v)
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como solvente de carregamento, vazdo da QSM de 1,0 mL min' e tempo de
carregamento de 0,40 minutos.

3.7.2. Condicoes cromatograficas

A primeira etapa do desenvolvimento do método cromatografico foi
estabelecer um gradiente de eluicdo, de modo que a eluigao dos analitos da coluna
analitica resultassem em picos simétricos nos cromatogramas que permitissem a sua
quantificagcao confidvel pela area. Para o desenvolvimento do método cromatografico,
utilizando a coluna analitica Acquity UPLC CSH C18, foram avaliados como solventes
da fase orgéanica (FO), o metanol e a acetonitrila. Para a avaliagdo do metanol foi
adicionado a fase movel acido férmico 0,1% v/v. A avaliagcdo da acetonitrila foi feita
empregando a mistura de solventes orgénicos (metanol:acetonitrila, 98:2 v/v) com
acido formico 0,1% v/v. Foram injetados 2 pL de solugédo padrdo 1,0 pug mL', com
temperatura da coluna analitica mantida em 40 °C, temperatura do sample manager
em 10 °C e vazdo da bomba binaria de 0,30 mL min"'. As condicbes da bomba
quaternaria foram mantidas em 100% de agua (v/v) como solvente de carregamento,
vazédo da QSM de 1,0 mL min-! e tempo de carregamento de 0,40 minutos. Todos os
solventes e reagentes foram filtrados a vacuo em filtro de 0,22 um e desgaseificados

na lavadora ultrass6nica anterior ao uso.

3.7.3. Otimizacao das condicoes de carregamento da amostra na
coluna SPE on-line

Apos a selegdo do aditivo e da composicao da fase mével foram avaliadas
as variaveis de carregamento da amostra na coluna SPE on-line OASIS HLB. Um
planejamento experimental multivariado do tipo Composto central foi escolhido como
ferramenta de otimizacdo para determinagdao das condi¢cdes de carregamento da
NDELA, devido a sua menor interagédo com a coluna de SPE Oasis HLB. Como fatores
relevantes para o processo foram avaliados: propor¢ao do solvente de carregamento,
tempo de carregamento e vazao da bomba quaternaria. Inicialmente, foi avaliado um
modelo linear, formado por 23 pontos fatoriais, com um ponto central replicado 4
vezes. Apéds verificar a ndo aplicabilidade desse modelo, foi avaliado um modelo
quadratico. Para isso, foram adicionados 6 pontos axiais ao modelo, totalizando 19

experimentos.
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Os ensaios foram realizados na ordem -1, 0 e +1 que representam os
valores padronizados dos niveis, sendo o nivel 0 o ponto central conforme mostrado

na Tabela 6.

Tabela 6: Valores dos niveis padronizados para os parametros utilizados no planejamento
experimental

Fatores -1 0 1
X1 % H20 (v/v) 97 98,5 100
X2 tcarregamento (minutos) 0,30 0,40 0,50
X3 vazdo BQ (mL min) 0,90 1,00 1,10

BQ: bomba quaternaria

Para os ensaios foram injetados 2 pL de uma solucédo padrédo de NDELA
na concentracdo de 1,0 pyg mL'. A temperatura da coluna SPE foi mantida em
temperatura ambiente. A temperatura da coluna analitica foi mantida em 40 °C, a
temperatura do sample managerem 10 °C e a vazao da bomba binéria foi de 0,30 mL
min-'.

As variaveis e os niveis escolhidos para o estudo foram definidos com base
em experimentos preliminares. Os ensaios realizados para o planejamento fatorial

com um ponto central estdo apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7: Ensaios do planejamento experimental com 23 pontos fatoriais, 6 pontos axiais e
um ponto central replicado quatro vezes realizados em ordem aleatéria. Os valores das
colunas x1, X2 € X3, representam os valores padronizados.

Ensaio X1 X2 X3
1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1
3 -1 1 -1
4 1 1 -1
5 -1 -1 1
6 1 -1 1
7 -1 1 1
8 1 1 1
9 0 0 0
10 0 0 0
11 0 0 0
12 0 0 0
13 0 0 0
14 1 0 0
15 -1 0 0
16 0 1 0
17 0 -1 0
18 0 0 1
19 0 0 -1

Para avaliar os efeitos dos fatores e se esses possuiam efeitos de
interacdo, os dados foram ajustados ao modelo quadratico, representado pela
Equacéo 3.

y=bo + b1X1 + b2Xz + b3Xs + baXi? + bsx2? + beXs? + b7XiX2 + bgXoX3 + beX1X3 + b1oX1X2X3 (Eq3)

Onde:
- y representa a area do pico
- X1 representa a variavel % de H20 em v/v
- X2 representa a variavel tempo de carregamento
- Xxarepresenta a variavel vazao da bomba quaternaria
- bo, b1, bz, bs, b11, b2z, bss, bi2, b13, b2s, b12s sdo os coeficientes do modelo, que séo
estimados, e que definem a regressao.
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A equacdo matricial e a matriz X utilizadas no calculo, estao representadas
na Equacao 4 e Tabela 8, respectivamente.

b=(X'X)"'Xty (Eq. 4)

Tabela 8: Matriz X para calculo do modelo quadratico completo.
M X1 | X2 | x3 | x12 | X2? | x3% | X1X2 | X1X3| X2X3 | X1X2X3
1 -1 -1 ] A1 1 1 1 1 1 1 -1
1 1 -1 -1 1 1 1 -1 -1 1 1
1 -1 1 -1 1 1 1 -1 1 -1 1
1 1 1 -1 1 1 1 1 -1 -1 -1
1 -1 ] -1 1 1 1 1 1 -1 -1 1
1 1 -1 1 1 1 1 -1 1 -1 -1
1 -1 1 1 1 1 1 -1 -1 1 -1
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0
1 -1 0 0 1 0 0 0 0 0 0
1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0
1 0 | -1 0 0 1 0 0 0 0 0
1 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0
1 0 0 | -1 0 0 1 0 0 0 0

A variancia do coeficiente “b” foi estimada pela Equacao 5, onde s é a

estimativa da variancia experimental (variancia do ponto replicado).
V(b) = (X!X) s? (Eq. 5)

Os erros-padrdo, VV(b;), e os intervalos de confianca (95%), t x VV(b;),
foram associados a variancia do ponto replicado. Para avaliar a significancia do
modelo encontrado foi realizada uma analise de variancia e um teste F, avaliando os
valores de: média quadratica da regressao (MQRr), média quadratica do residuo (MQY),
média quadratica da falta de ajuste (MQraj) € média quadratica do erro puro (MQep).
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Apos a determinacdo dos parametros de carregamento, foi realizado o
estudo do volume de injecdo. Para isso, foram injetados no sistema 50 pL, 100 pL,
150 pL, 200 pL e 250 pL de uma solucédo padrédo de N-nitrosaminas de 10 ng mL""

usando os parametros otimizados.

3.8. Medida do pH

O pH das amostras foi medido seguindo as orientagdes da norma técnica
ASTM D 1172 — Standard Guide for pH of Aqueous Solutions of Soaps and Detergents.
Para o preparo das solucdes, 1,0 + 0,01 g de cada amostra foi pesado e transferido
para um baldo volumétrico de 1 L. Em seguida, o volume foi completado com agua
ultrapura até a marca da calibracdo e o baldo foi agitado levemente até a completa
dissolucdo do shampoo evitando a formagao de espuma. O pH da soluc¢ao foi medido
com eletrodo de vidro combinado previamente calibrado (American Society for Testing
and Materials, 1995).

3.9. Preparo das amostras

Para o desenvolvimento do preparo de amostras foram avaliados,
primeiramente, os métodos encontrados na literatura. Apds a determinacao do método
mais efetivo para a eliminacao dos interferentes, a técnica foi otimizada para posterior
validagéo. O preparo de amostras foi avaliado usando o shampoo do fabricante “E”
com fortificagdo no nivel de 200 ng g de solugdo padrdo das N-nitrosaminas em
estudo e de padréo interno tipo surrogate NDELA-ds. Esse shampoo foi selecionado

uma vez que analises preliminares n&o revelaram a presenca de N-nitrosaminas.

3.9.1. Extracdao em fase solida — sorbente Oasis HLB (Procedimento I)

O procedimento consistiu em pesar 1,00 + 0,01 g da amostra de shampoo
em um tubo Falcon e adicionar 5 mL de solvente de extracdo (metanol:acetona, 1:1,
v/v). Em seguida, a solugéo foi agitada em vértex por 1 minuto e colocada no banho
ultrassénico por 30 minutos. Apds esse tempo, a mistura foi centrifugada a 4226 g por
15 minutos e 2 mL do sobrenadante recolhido e o solvente evaporado sob fluxo de
nitrogénio a 40 °C. O extrato foi reconstituido com 2 mL de metanol:agua, 30:70, v/v.
A amostra foi percolada no cartucho Oasis HLB (200 mg de sorbente), previamente
condicionado com 6 mL de metanol e 6 mL de agua ultrapura. O cartucho foi lavado
com 3 mL de metanol:agua, 30:70, v/v. A elui¢do foi realizada com 6 mL de metanol.
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O eluato foi coletado e seco sob fluxo de nitrogénio e reconstituido com 1 mL de
metanol:agua, 10:90, v/v.

3.9.2. QUECheRS (quick, easy, cheap, effective, ruged and safe)
(Procedimento Il)

Foram pesados 1,00 £ 0,01 g da amostra para um baldo volumétrico de 5
mL, o qual foi avolumado com &gua. A solucao foi agitada por 3 minutos em vértex e
em seguida uma aliquota de 3 mL foi transferida para um tubo Falcon de 15 mL. Foram
adicionados ao tubo 6 mL de acetonitrila como solvente de extracdo e a solugao foi
agitada em vortex por mais 3 minutos. Em seguida, o tubo foi colocado no banho
ultrass6nico por 10 minutos. A etapa de extracao foi completada com a adi¢ao de 1,8
g de MgSOs4 e 0,6 g de NaCl. Essa mistura foi agitada em vortex por 3 minutos. Para
a separacao das fases, o tubo foi colocado na centrifuga a 4226 g por 10 minutos e 5
mL da fase orgéanica foi coletada e transferida para um novo tubo Falcon. A essa fase
foram adicionados 300 mg de MgSOs4, 100 mg de PSA (amina primaria secundaria),
100 mg de C18 e 100 mg de silica. A etapa de clean-up foi finalizada pela agitagéo
em vortex por 3 minutos, seguida de centrifugacdo a 4226 g por 10 minutos. O
sobrenadante foi coletado e seco sob fluxo de nitrogénio e reconstituido com 1 mL de
agua.

3.9.3. Dispersao da matriz em fase sélida (MSDP) (Procedimento Ill)

Foram pesados 1,00 + 0,01 g da amostra para um almofariz e adicionado
0,5 g de sulfato de sédio anidro e silica até a completa sorcdo da fase liquida do
shampoo. Um cartucho SPE foi recheado com 1 g de Florisil® e condicionado com 3
mL de hexano. A amostra dispersa na silica foi transferida para o cartucho contendo
a fase Florisil®. Foram, entao, percolados 2 mL de hexano. O cartucho foi seco sob
vacuo por 10 minutos e logo em seguida foram percolados 5 mL de uma solucao
(diclorometano: acetona, 40:60, v/v). Os eluatos recolhidos foram secos sob fluxo de
N2 e reconstituidos com 500 uL de agua.

3.9.4. Extracao em fase solida - sorbente C18 (Procedimento 1V)

Uma quantidade de 1,00 £ 0,01 g da amostra de shampoo foi pesada em
um tubo Falcon de 15 mL, e 4gua foi adicionada até aproximadamente 10 mL. O tubo
foi agitado no voértex por 10 minutos e centrifugado a 4226 g por 10 minutos. Uma
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aliquota de 2 mL foi recolhida e percolada num cartucho Bond Elut C18 de 500 mg,
previamente condicionado com 3 mL de metanol e 3 mL de 4gua. O primeiro volume
de 1 mL recolhido (eluato 1) foi descartado e o volume subsequente de 0,5 mL (eluato

2) foi recolhido para andlise.

3.9.5. Extracdao em fase solida - sorbente C18 (Procedimento V)

Com base nos resultados obtidos no procedimento IV, os seguintes
parametros do procedimento de extracdo em fase sdlida utilizando o sorbente C18
foram avaliados: quantidade de amostra, volume de diluigdo da amostra, quantidade
de sorbente C18, volume dos eluatos 1, 2 e 3.

Primeiramente foi feita a avaliagdo da quantidade de sorbente e volume do
eluato 1. Para isso, uma quantidade de 1,00 £ 0,01 g da amostra de shampoo foi
pesada em um tubo Falcon de 15 mL e agua foi adicionada até aproximadamente 10
mL. A mistura foi agitada em vértex até homogeneizacdo da amostra e em seguida o
volume total foi percolado no cartucho SPE C18 (0,5 g, 1,0 g ou 1,5 g), previamente
condicionado com 4 mL de metanol e 4 mL de agua. Um volume (1 ou 2 mL) do eluato
1 foi descartado e o volume restante (eluato 2) foi recolhido num baldo volumétrico de
10 mL que foi, posteriormente, avolumado com agua. Um terceiro volume (eluato 3)
foi obtido pela percolacdo de 5 mL de solucdo agua:acetonitrila, 95:5, v/v pelo
cartucho. O eluato 3 foi recolhido num baldo volumétrico de 5 mL e avolumado com
agua.

A segunda parte consistiu na menor diluicdo da amostra e do eluato 2. Para
isso, foi pesado 1,00 £ 0,01 g da amostra em um tubo Falcon de 15 mL e completando
o volume com agua até aproximadamente 5 mL. A mistura foi agitada em vértex até
completa dissolugédo da amostra e em seguida o volume total foi percolado no cartucho
SPE C18 (1,5 g), previamente condicionado com 4 mL de metanol e 4 mL de agua.
Um volume de 2 mL do eluato 1 foi descartado e o volume restante (eluato 2) foi
recolhido num baldo volumétrico de 5 mL que foi, posteriormente, avolumado com
agua.

A Ultima parte consistiu na pesagem de uma quantidade menor de amostra
para avaliacdo da recuperacao da NDELA no eluato 2. Para isso, foi pesado 0,50 +
0,01 g da amostra em um tubo Falcon de 15 mL e completando o volume com agua
até aproximadamente 10 mL. A mistura foi agitada em vértex até homogeneizacao da
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amostra e, em seguida, o volume total foi percolado no cartucho SPE C18 (1,5 @),
previamente condicionado com 4 mL de Metanol e 4 mL de agua. Um volume de 2 mL
do eluato 1 foi descartado e o volume restante (eluato 2) foi recolhido num balédo
volumétrico de 10 mL que foi, posteriormente, avolumado com agua.

O esquema geral da preparagao da amostra utilizando a SPE C18 esta
representada na Figura 8.

iATgstra: Procedimento de Clean up usando
 E g SPE C18
Padrao: 200 ng g'1
NDELA-dg: 200 ng g e
Agitar em vortex —
Completar ate
com agua até: homogeneizacéo
10 mL da solucdo 9] O
o s
Eluato 1: Eluato 2: Eluato 3:
-1mL restante do volume coletado
-2mL coletado no balao e num baldo
avolumado com deSmLe
agua: avolumado

-10mL com agua
\ -5mL /

Figura 7: Esquema da avaliagdo do preparo de amostras utilizando a SPE C18. Fonte:
Proprio autor.

O fluxograma a seguir mostra os procedimentos de preparo de amostra

avaliados.
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Amostra do Shampoo
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 QuECHERS |

\ 4

_msop |

\4

Pesar 1,0 g da amostra
para um balao
volumétrico de 5 mL e
avolumar com agua

Pesar 1,0 g da amostra
para um almofariz

v

v

Agitar a solucéo por 3
min em vortex e transferir
3 mL para tubo Falcon de

15 mL

Adicionar 0,5 g de
NazSOs e silica até
completa sorcao da fase
liquida da amostra

\ 4

v

Adicionar 6 mL de
acetonitrila e agitar em
voértex por 3 minutos

Rechear um cartucho
SPE com 1 g de Florisil e
condiciona-lo com 3 mL
de hexano

v

v

Colocar a solugao em
banho ultrassénico por
10 minutos

Transferir a amostra
dispersa em silica para o
cartucho SPE e percolar

2 mL de hexano

Oasis

Pesar 1,0 g da amostra
para um tubo Falcon de
15 mL

!

Adicionar 5 mL de
solvente de extracao
(1:1, v/v,
metanol:acetona)

l

Agitar a solugdo em
vortex por 1 min e
colocar em banho

ultrassonico por 30 min

l

Centrifugar a mistura a
4226 g por 15 min e
recolher 2 mL do
sobrenadante

_os

A\

_os

v

Pesar 1,0 g da amostra
para um tubo Falcon de
15 mL e completar até 10
mL com agua

Pesar (1,0 gou 0,5 g) da
amostra para um tubo
Falcon de 15 mL

v

v

Agitar o tubo em vortex
por 10 min e centrifugar a
4226 g por 10 min

Completar até (10 mL ou
5 mL) com agua

v

v

Recolher aliquota de 2
mL

Agitar o tubo em vortex
por 10 min

v

v

Percolar a aliquota num

cartucho Bond Elut C18

de 500 mg, previamente
condicionado

Recolher o eluato 1 (1,0
ou 2,0 mL) e descartar
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|

Adicionar 1,8 g de
MgSO4 e 0,6 g de NaCl e
agitar por 3 min (vértex)

Secar o cartucho sob
vacuo por 10 minutos

!

v

Centrifugar a 4226 g por

Percolar 5 mL de uma

10 min e transferir 5 mL solucao de
da fase orgénica para (diclorometano:acetona,
tubo Falcon 40:60, v/v)
v \4
Adicionar no tubo 300 Coletar o eluato e secar

mg de MgSOs, 100 mg
de PSA, 100 mg de C18
e 100 mg de silica

sob fluxo de N2 e
reconstituir com 500 pL
de agua ultrapura

!

Agitar em vortex por 3
min e centrifugar a 4226
g por 10 min

\ 4

Coletar o sobrenadante
e secar sob fluxo de N2

\ 4

Reconstituir com 1 mL de
agua ultrapura

!

Centrifugar a mistura a
4226 g por 15 min e
recolher 2 mL do
sobrenadante

!

Evaporar o solvente sob
fluxo de N2a 40°C

!

Reconstituir com 2 mL
de (metanol:agua, 30:70,
A%

!

Percolar a solugcao
cartucho Oasis HLB
previamente
condicionado

!

Lavar o cartucho com 3
mL de (metanol:H20,
30:70, v/v) e eluir com 6
mL de metanol

!

Secar o eluato sob fluxo

de N2z e reconstituir com

1 mL de (metanol:Hz0,
20:80, v/v)

!

71

!

Recolher eluato de 1 mL
e descartar

Recolher o restante do
volume em baldo de (10
mL ou 5 mL) e avolumar

com agua

v

v

Recolher 0,5 mL
subsequente para
anélise

Percolar 5 mL de
solugao (H20:ACN, 95:5
v/v) pelo cartucho

v

Recolher o eluato 3 num
baldo volumétrico de 5
mL e avolumar com
agua
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3.10. Validacao de método SPE-UHPLC-MS/MS

Para a validagdo do método analitico desenvolvido foram avaliados os
seguintes parametros de validacdo: faixa linear, linearidade, limites de detecgao e
quantificagcéo, precisao intra- e inter-ensaio e exatidao.

3.10.1. Faixa linear e linearidade

A faixa de trabalho foi estabelecida atraves do estudo da linearidade. Para
isso foram construidas curvas no solvente, em triplicata de preparo independente, e
em seis niveis de concentragéo (1,0 — 2,0 — 5,0 — 10,0 — 15,0 — 20,0 ng mL"). A
NDELA-ds foi usada como padrao interno (surrogate) na concentracdao de 10,0 ng
mL'. Para avaliagdo da linearidade, os seguintes dados foram analisados:
representacdo grafica das respostas em fungcédo da concentragdo do analito; grafico
de dispersao dos residuos, e a respectiva avaliagdo estatistica; equacao da reta de
regressdao de y em x, estimada pelo método dos minimos quadrados ordinarios;
avaliacdo dos coeficientes de correlagdo linear (r); avaliagdo da significancia do
coeficiente angular. A homocedasticidade também foi investigada, usando o teste de
Levene, para a utilizacao do modelo dos métodos dos minimos quadrados ordinarios.
A possivel presenga de outliers foi avaliado pelo teste dos residuos padronizados de
Jacknife, com o limite de exclusdo maxima de 22,2%. Nos testes estatisticos foi
utilizado um nivel de significancia de 0,05.

3.10.2. Limite de deteccao (LOD) e limite de quantificacao (LOQ)

O limite de deteccao e o limite de quantificagdo foram determinados pelo
método instrumental (razdo sinal-ruido), fortificando a amostra “A”, cuja matriz néo
apresentou sinal de NDELA, com concentragées do analito em niveis decrescentes
até obter a raz&o sinal/ruido de 3:1 para o LOD e 10:1 para o LOQ.

3.10.3. Precisao

A precisao do método foi expressa em termos de repetibilidade, através da
analise da amostra “A” fortificada no nivel do LOQ, 10 ng g'. Para o estudo da
repetibilidade, a amostra foi preparada conforme descrito no item 3.9.5, pelo mesmo
analista, mesma instrumentacao e Unica corrida analitica. A precisao intra-dia (mesmo
dia) foi realizada em triplicata (n=3) e a preciséo inter-dia (dias diferentes) foi realizada
em trés dias alternados em triplicata (n=9). A precisao foi demonstrada pela disperséao
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dos resultados, calculando a estimativa do desvio padrao relativo (RSD) seguindo a

seguinte férmula:

RSD = (%) x 100

Onde CMD é a concentracdo média determinada e s é a estimativa do

desvio padrao absoluto.

3.10.4. Exatidao

A exatidao foi expressa pelo valor percentual da recuperagéo do analito de
concentragcao conhecida adicionada a amostra “A” fortificada no nivel do LOQ, 10 ng
g'. As andlises foram feitas em triplicata (n=3) e os analitos foram quantificados
através da equacéao da curva analitica no solvente. A exatidao foi expressa em termos

de recuperagéao, calculada conforme equagao a seguir:

. Concentracao média experimental
Recuperacao % = — — —— X 100
Concentragao tedrica da fortificacao
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4.1. Desenvolvimento do método SPE - UHPLC-MS/MS

4.1.1.Condicoes do espectrometro de massas

Primeiramente foi avaliado quais N-nitrosaminas poderiam ser ionizadas na
fonte de eletronebulizacédo (ESI), no modo positivo, e que pudessem ser analisadas
por UHPLC-MS/MS, em especial aquelas mais volateis para as quais a cromatografia
gasosa é mais utilizada. Para esses analitos foram estabelecidas as condicées do
espectrémetro de massas com o objetivo de definir os ions precursores e produtos,
visando a quantificacdo destes pelo modo de reacdes selecionadas (SRM).

Para a determinacédo das condi¢cdes de operacao do espectrébmetro de
massas foi infundida uma solugdo padrdo de NDELA e NDELA-ds de 1,0 uyg mL" e
solucdo padrdo de uma mistura (MIX) de N-nitrosaminas volateis (N-
nitrosodibutilamina, N-nitrosodietilamina, N-nitrosodimetilamina, N-
nitrosodifenilamina, N-nitroso-n-propilamina, N-nitrosometiletilamina, N-
nitrosomorfolina, N-nitrosopiperidina, N-nitrosopirrolidina) de 10 pg mL™" preparadas
em metanol. A necessidade de usar uma concentracdo maior na infusdo do MIX de
N-nitrosaminas pode ser explicada pelas propriedades fisico-quimicas destes
analitos. Como na técnica de ionizacao por ESI ocorre a evaporagao do solvente, uma
parte dos analitos volateis pode evaporar no processo, diminuindo a sensibilidade.
Estudos realizados com N-nitrosaminas volateis indicam que a fonte de ionizagéo
APCI possui sensibilidade de 2-20 vezes maior do que a ESI. No entanto, como a
fonte de ESI seria a mais adequada para a ionizacao da NDELA, principal composto
a ser avaliado neste trabalho, essa fonte ionizacao foi escolhida (RIPOLLES et al.,
2011; LEE et al., 2013).

Para cada analito foram monitorados um ion precursor e um a dois ions
produto, sendo um ion de quantificacao e o(s) outro(s) de confirmacéao. A fonte ESI foi
operada no modo positivo e 0s seguintes parametros de operacdo do equipamento
foram avaliados: voltagem do capilar (kV), temperatura da fonte (°C), temperatura de
dessolvatacdo (°C), vazao do cone e do géas de dessolvatacdo (L h''). As condigdes
6timas estabelecidas estdo apresentadas na Tabela 9.
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Tabela 9: Condi¢cdes 6timas de operagdo do espectrébmetro de massas para as N-
nitrosaminas. Condigdes da infusdo: concentragéo da solugdo padrdo: 1,0 ug mL ™' (NDELA) e
10 ug mL"' (NA volateis); fase movel: acido férmico 0,1% em agua: metanol (85:15, v/v), vazao
de 0,40 mL min™.

Parametros Condicao
Modo de ionizacao +
Voltagem do Capilar (kV) 1,0
Temperatura da fonte (2C) 150
Temperatura de dessolvatacao (°C) 350
Vazao do gas de dessolvatacao N2 (L h) 600
Vazéao do gas no cone (L h') 50

ApGs a otimizagcdo dos parametros apresentados foi determinada a
voltagem do cone para favorecer a deteccao do ion precursor de cada analito, assim
como a energia de colisdo para cada fragmento escolhido. A otimizacao foi feita
variando a voltagem do cone e em seguida a energia de colisdo até se obter o sinal
mais intenso. Na determinagdo da voltagem do cone evitou-se usar valores que
pudessem ocasionar a fragmentacéo do ion na fonte.

O dwell time foi ajustado apdés a determinacdo das condicoes
cromatograficas, tendo sido estabelecido um intervalo de 15 a 30 pontos de aquisicao
para o pico do ion de quantificagdo de cada analito. A Tabela 10 mostra os resultados

otimos determinados para cada N-nitrosamina.
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Tabela 10: ions precursores, fragmentos, voltagem do cone, energia de colisdo e dwell time para a detecgao das N-nitrosaminas.
lon Voltagem lon Energia de
Nome Estrutura I\rI'I;sI:? precursor do cone produto colisao ?ivrvnﬂl
(m/z) (V) (m/z) (eV)
o)
N | Ny 104° .
N-nitrosodietanolamina |
NDELA N 134,13 135 15 0,015
HO/\/ V\OH 74 12
D DD DD D
N-nitrosodietanolamina
NDELA-d8** Dﬁ){\r}l&[} 142,18 143 15 111 6 0,008
HO NO OH
. . o) 87* 10
N-nitrosomorfolina 116,11 117 30 0,025
NMOR N 0
~ & 73 15
N
\ 27 75* 10
N-nitrosodietilamina
102,13 103 0,025
NDEA O N ’ ’
X ~_ 19 47 14
41 17
N-nitrosopiperidina 11415 115 35 0,030
NPIP N o 69* 15
N,
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Massa fon Voltagem fon Energiade .
Abreviacao Estrutura molar Precursor do Cone Produto colisao Time

(m/z) (V) (m/z) (eV)

N-nitrosodibutilamina O\N > 13
| 158,24 159 30 0,025

NDBA NN N 103 10

N-nitrosopirrolidina o9 13
NPYR N o 100,06 101 30 0,025

\N/ 41* 21

o
. o XN 89* 9
N-Nitrosodi-n-propilamina

| N'DPFL)A pram! | 1301 131 28 0,025

N IS 43 12

N- nitrosometiletilamina | .
NMEA O\ N 88,06 89 55 72 10 0,050
\N/ \/
N-nitrosodimetilami ‘ 56.9* 14
-nitrosodimetilamina
40.9 16
/ \N =

*lon de quantificagéo; ** Padréo interno
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As rotas de fragmentacao propostas para algumas N-nitrosaminas séo
apresentadas no Anexo | (ZHAO et al., 2009).

O modo de ionizagédo ESI esta intrinsicamente ligada a fase mével (FM) e
aos aditivos utilizados. Portanto, apés a determinacdo das condigbes o6timas do
espectrometro de massas foi feita uma avaliacdo dos aditivos a serem utilizados na
fase movel. O uso de fase movel acida pode dificultar a andlise de compostos de
carater basico quando usada a cromatografia em fase reversa, devido a menor
retencé@o dos analitos protonados (MALLET et al., 2004). Por esse motivo buscou-se
avaliar também aditivos com valor de pH > 7.

Foram avaliados além do acido formico 0,1%, o formiato de amoénio 10
mmol L' e o acetato de aménio 10 mmol L. O limite de concentragdo de 10 mmol
L' foi estabelecido para evitar a supresséo da ionizagao e a consequente redugao da
sensibilidade (KOSTIAINEN & KAUPPILA, 2009).

O sistema foi configurado no modo SPE on-line, conforme ilustrado nas
Figuras 6 e 7 do Capitulo 3, de maneira que os aditivos pudessem ser avaliados de
acordo com sua interagdo em ambas as colunas (SPE e analitica).

Para a determinagdo do melhor aditivo (acido férmico 0,1%, formiato de
amonio 10 mmol L' e acetato de amonio 10 mmol L") foram avaliados as areas e os
formatos dos picos cromatograficos para a NDELA, NMOR, NPIP, NPYR e NDBA em

trés vazdes da fase movel. Os resultados obtidos estao representados na Figura 9.
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Vazao da bomba binaria usando acido
féormico 0,1% (v/v) como aditivo

140000
120000

100000 T
80000 I &
60000 : *
40000 =
20000 _

0 - [ Il

NDELA NMOR NPIP NPYR NDBA
®0,30 mL min™ 0,35 mL min™! 0,40 mL min™

Vazao da bomba binaria usando formiato de
amonio 10 mmol L' como aditivo

400000
300000 e
200000

I 1
100000 I = i I I
0 [ - N - —

NDELA NMOR NPIP NPYR NDBA
20,30 mL min™ 0,35 mL min~! 0,40 mL min~?

Vazao da bomba binaria utilizando acetato
de amonio 10 mmol L' como aditivo

140000

120000
100000 I i T 1
80000 I I
60000
40000
20000

O — [ -

NDELA NMOR NPIP NPYR NDBA
® 0,30 mL min™ 0,35 mL min™ 0,40 mL min™

Figura 8: Valores das areas dos picos em razdo do aditivo e da vazdo da bomba binaria.
Volume injetado: 2 L de solugéo padrdo 1,0 ug mL™, temperatura da coluna analitica: 40 °C,
temperatura do sample manager. 10 °C. Condi¢des de carregamento: 100% de agua (v/v)
como solvente de carregamento, vazao da QSM de 1,0 mL min"' e tempo de carregamento
de 0,40 minutos. A barra de erros expressa o desvio das trés replicatas.
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Para o estudo do melhor aditivo para a ionizacao dos analitos, foi priorizada
a NDELA por ser o composto de interesse. Para a andlise dos analitos menos polares
foram avaliadas as respostas para algumas das N-nitrosaminas: NMOR, NPIP, NPYR
e NDBA.

O acido férmico 0,1% promoveu um sinal maior para a NDELA, enquanto o
formiato de amoénio levou a uma melhor resposta para as N-nitrosaminas de carater
mais apolar. O acetato de aménio apresentou baixa resposta instrumental para os
analitos, decorrente de uma menor eficiéncia de ionizagao. Isso pode ser explicado
pela supressao do sinal devido a concentracdo do sal e/ou a formacao de aduto de
aménio [M-NHa4*].

O estudo da vazao foi realizado, uma vez que este fator possui influéncia
na ionizagao por ESI. Os graficos da Figura 9 mostram que para o acido férmico e o
formiato de aménio, quanto maior a vazao menor a resposta em area, exceto para a
NDBA, utilizando formiato de aménio. O uso de maiores vazdes pode gerar picos
cromatograficos mais estreitos, porém pode dificultar o processo de formacao dos ions
na fase gasosa, diminuindo a sensibilidade instrumental.

Apesar do formiato de amodnio fornecer maiores areas para os analitos mais
apolares, o acido férmico foi escolhido como aditivo, pois para a NDELA esse aditivo

gerou maior resposta instrumental.

4.1.2.Condicoes cromatograficas

Para a separagdao cromatogréafica foi inicialmente escolhida a coluna
cromatografica de fase reversa ACQUITY UPLC CSH C18 130 A, 1,7 um, x 2,1 mm x
100 mm. Os ensaios iniciais com a coluna foram realizados injetando 2 uL de solucao
padrao de 1 pg mL" e verificando a afinidade dos analitos com a fase estacionaria
(FE). A escolha da coluna foi feita através da avaliacao da interagdo da molécula mais
polar do grupo, a NDELA, com a FE. A baixa massa molar desse analito e sua alta
polaridade dificultam a sua retencao em coluna de fase reversa tradicional C18. Sendo
assim, foi verificado se a N-nitrosamina possuia interacao suficiente com a coluna de
modo que nao fosse eluida no tempo morto, além da observagéo da linha de base do
pico.

Foi avaliada uma coluna CSH C18, cujas particulas incorporam na
superficie um baixo nivel de cargas. Essa fase tem como caracteristica melhorar a
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assimetria dos picos, mesmo de compostos de carater basico, quando utilizado fase
mével com aditivos de baixa forgca ibnica, como o acido féormico. Além disso, essa
coluna suporta uma faixa ampla de pH, entre 1-11, permitindo a avaliagdo de
diferentes aditivos para fase movel. Os resultados mostraram uma boa afinidade dos
compostos proporcionando a separac¢ao adequada dos mesmos. O analito mais polar,
NDELA, apresentou um pico mais estreito, enquanto a NDBA (menos polar)
apresentou um pico mais largo, o que indica uma maior afinidade desse composto
pela fase estacionaria.

Embora o modo SRM néao exija a separacdo completa dos analitos na
coluna, a separacgao pode contribuir para a diminuicdo do limite de quantificacao, uma
vez que no tempo de aquisicdo o detector ira monitorar um numero menor de
transicoes.

Tendo sido determinada a adequacao da coluna CSH C18, foi estabelecido
um gradiente de eluicdo, de modo que todos os analitos fossem eluidos da coluna
analitica com picos simétricos que permitissem a sua quantificacao confiavel pela
area. Para isso, foi utilizado metanol como fase organica. O gradiente estabelecido
esta apresentado na Tabela 11.

Tabela 11: Gradiente de eluicao utilizado na avaliacao dos solventes organicos da fase movel.

Tempo | 4 .. . %.A o %B
(min) (Acido forrryco 0,1% v/v (Metanol)
em agua)

| 80 20
0,4 80 20
1,0 10 90
2,6 10 90
2,7 80 20
7,0 80 20

Para verificar se a acetonitrila poderia aumentar a resposta em area, foi
testada uma fase ternaria, adicionando-se 2% v/v de acetonitrila a fase orgéanica. Foi
verificado que a adicao desse solvente leva a diminuicao significativa da area do pico
da NDELA (aproximadamente uma ordem de magnitude), além de diminuir o tempo
de retencdo do analito na coluna. Isso pode ser explicado pela maior forca

cromatografica da acetoniltrila que permite que esse solvente arraste com mais



Capitulo 4: Resultados e Discussdes 83

facilidade os compostos altamente polares, devido a sua menor interacdo com a fase
estacionaria. Sendo assim, foi selecionado o metanol como solvente, sendo possivel
obter picos cromatograficos mais simétricos e com maiores respostas em areas para
a NDELA.

Os cromatogramas dos analitos utilizando acido férmico 0,1% v/v como

aditivo e metanol como fase organica € apresentado na Figura 10. Os demais

cromatogramas com o estudo da fase mével e aditivos sao apresentados no Anexo Il
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0,1% de HFor, vazio BB de 0.3 mL min-1
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Figura 9: Cromatogramas dos analitos utilizando acido formico 0,1% v/v como aditivo e metanol como fase organica. Gradiente de eluicao da
BB (0,1% acido formico em agua:metanol, v/v): inicial (80:20), 0,4 min (80:20), 1,0 min (10:90), 2,60 min (10:90), 2,70 min (80:20), 7,0 min (80:20);
vazdo da BB: 0,3 mL min'. Gradiente da BQ (dgua:metanol, v/v): inicial (100:0), 0,4 min (100:0), 2,7 min (0:100), 4,60 min (0:100), 4,61 min
(100:0), 7,0 min (100:0); vazao da BQ: 1,0 mL min™'; volume de inje¢éo 2 pL; temperatura da coluna: 40 °C; temperatura do sample manager: 10

°C.
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4.1.3. Condicoes de carregamento da amostra na coluna de SPE on-
line

Para a etapa de extragdo em fase solida on-line foi utilizada uma coluna
Oasis HLB. A coluna C18 n&o foi avaliada uma vez que estudos da literatura ja indicam
que essa nao € adequada para reter N-nitrosaminas. Lee (2013) realizou estudos
comparando cartuchos de SPE Oasis HLB e C18 e verificou que a fase Oasis HLB
apresentou uma eficiéncia de extragdo maior (11,6—43,7%) do que a fase C18 (9,5—
25,7%) para as N-nitrosaminas.

A fase Oasis é um sorbente polimérico de balango hidrofilico-lipofilico que
permite a retencdo de compostos de uma ampla faixa de polaridade. No entanto, foi
verificado em ensaios preliminares que a NDELA também possui limitada interagdo
com a coluna Oasis HLB, devido ao seu carater altamente polar. A adicdo de pequena
quantidade de fase organica (metanol) no solvente de carregamento gerava uma
variacao grande na area do pico do analito. Esse fato pode ser explicado pela forca
do solvente, fazendo com que o analito fosse eluido da coluna na etapa de
carregamento da amostra.

Para determinar as condicbes 6timas de carregamento do analito NDELA
na coluna Oasis HLB, um planejamento experimental multivariado foi escolhido como
ferramenta de otimizacéo.

A forca da FM deve ser ajustada para maximizar a reten¢do do analito na
coluna SPE. Caso o solvente possua uma forgca de eluicao alta, ou um volume muito
grande da amostra for injetado na coluna SPE, o analito pode ser eluido na fase de
carregamento. Portanto, foi verificado a importancia de se otimizar os parametros de
carregamento (volume, vazao e tempo) para o analito NDELA. As condi¢des
experimentais foram descritas no item 3.7.3, do Capitulo 3.

O planejamento experimental teve inicio com o desenvolvimento de um
modelo linear capaz de avaliar o efeito que fatores experimentais exercem um sobre

o outro. A Tabela 12 mostra os resultados encontrados para os 13 ensaios realizados.
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Tabela 12: Valores de area do pico (y) para os 13 ensaios.

M Xx1 X2 X3 XiX2 XiX3 X2X3 X1X2X3 y
1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 40470
1 1 -1 -1 -1 -1 1 1 72561
1 -1 1 -1 -1 1 -1 1 410
1 1 1 -1 1 -1 -1 -1 18467
1 -1 -1 1 1 -1 -1 1 9225
1 1 1 1 -1 1 -1 -1 58217
1 -1 1 1 -1 -1 1 -1 0
1 1 1 1 1 1 1 1 4737
1 0 0 O 0 0 0 0 7820
i 0 0 O 0 0 0 0 6824
i 0 0 O 0 0 0 0 6380
i 0 0 O 0 0 0 0 6649
1 0 0 O 0 0 0 0 6601
Desvio-padrao do ponto central (s) 562,3
Variancia do ponto central (s?) 316190,7

Os valores obtidos para os coeficientes (b), assim como os respectivos
erros padrdo sao apresentados na Tabela 13.

Tabela 13: Valores dos coeficientes para o modelo linear, seus erros padréo e intervalos de
confianga (t (95%.4) = 2,776).

Coeficiente Valor Erro-padrao = ICos5% = t /V(bi)
VV(by)
bo 18165,7 129,0 + 358,1
bx1 14163,4 177.,8 + 493,7
bx2 -20153,9 177,8 +493,7
bx3 -7229,6 177,8 + 493,7
bx1x2 -7286,1 198,8 +552,0
bx1x3 4476 198,8 +552,0
bxax3 3931,1 198,8 +552,0
bx1xex3 -3777,6 198,8 +552,0

Os resultados mostram que o ponto bxixs ndo é significativo no nivel de
confianca de 95% com 4 graus de liberdade. Inicialmente, foi avaliado um modelo
linear, no entanto, verificou-se diferenca significativa entre o valor previsto pelo
modelo e o valor experimental obtido para o ponto central (18656 + 320), o que
confirma a presencga de curvatura e a impossibilidade de ajustar-se um modelo linear

aos dados.
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Para a avaliacao da presenca de curvatura no ponto central foi calculada a
diferenga entre a média dos oito primeiros resultados dos ensaios e a média dos 5
resultados obtidos no ponto central, conforme as Equacgdes 6 e 7. Para avaliar a
significancia da diferenca foi estimado um intervalo de 95% de confianga.

Yit-yg  Yo+t-yi3

yimyo= B2 2 (Eq. 6)

Onde yr € a média dos pontos do planejamento fatorial 23 e y. € a média dos

valores do ponto central.

Erro Padrao =§ + % (Eq.7)

Considerando que a avaliacdo do ponto central indicou curvatura
significativa optou-se por avaliar um modelo quadratico para ajuste da curvatura. Para
isso foram adicionados seis pontos experimentais adicionais. A Equacao 8 representa
0 modelo quadratico.

y=bo + bix1 + bax2 + baxs + bax12 + bsx2? + bexa? + b7xix2 + bex2xs + boxixexs (Eq. 8)

A Tabela 14 mostra os valores encontrados para a avaliacdo do modelo

quadratico.
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Tabela 14: Valores de area do pico (y) encontrados para o modelo quadratico.

Ensaio| M | x1| x2 | x3 | x12 | x2? | X3?| X1X2 | X1X3 | X2X3 | X1X2X3 | Resposta
1 HEIEIEIEEEEEEE R -1 40470
2 [ttt 1111 1 72561
3 1 -1 1]-1] 1 111 -1 1 -1 1 410
4 1 11 ]-1] 1 1 11 1 -1 -1 -1 18467
5 1 -1 ]-1]1] 1 1 |1 1 -1 -1 1 9225
6 1 /1 ]-1]1] 1 1 |1 -1 1 -1 -1 58217
7 1 -1/ 1 1] 1 111 -1 -1 1 -1 0
8 1 111 ]1]1 1 |1 1 1 1 1 4737
9 110[{0]0JO0O]O0]0] O 0 0 0 7820

10 1 {0]0]|0| 0 01|o0 0 0 0 0 6824
11 110,00 O0]O0O0|O0O] O 0 0 0 6380
12 110/0/0J0]0O0]0O] O 0 0 0 6649
13 110,00 O0]O0O0|O0O] O 0 0 0 6601

14 1 11]0]0] 1 00| O 0 0 0 39022
15 1 1-1]0]0] 1 00| O 0 0 0 1265
16 1 ]0[1]0J]0O0 |1 ]0] O 0 0 0 1032
17 1 10[-1]0] 0 110 0 0 0 0 45712
18 1100|1001 0 0 0 0 3595
19 1100|1001 0 0 0 0 16162

Os valores obtidos para os coeficientes (b), assim como os respectivos
erros padrdo sao apresentados na Tabela 15.

Tabela 15: Valores dos coeficientes para o modelo quadratico, seus erros padrao e intervalos
de confianga (tgs%.4) = 2,776).

Coeficiente Valor Erro-padrao = ICos5% = t /V(bi)
VV(by)
bo 9193 205,9 +571,5
bxi1 14163 177.,8 +493,7
bx2 -20154 177.,8 + 493,7
bxs -7230 177.,8 +493,7
bx12 8028 340,2 + 9445
bx2? 11257 340,2 +944.5
bx3? -2237 340,2 + 9445
bxix2 -7286 198,8 +552,0
bxax3 3931 198,8 +552,0

bx1x2x3 -3778 1 98,8 552,0
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O modelo quadrético encontrado esta representado na Equagéo 9:

y =9192,7 +14163,4 x1 - 20153,9 x2 - 7229,6 x3 + 8028,4 x12 + 11256,9 x2?-2236,6
x32 - 7286,1 x1x2 + 3931,1 xox3 - 3777,6 X1X2X3 (Eqg. 9)

Para avaliar a significancia do modelo encontrado foi realizado uma analise
de variancia com os dados do modelo e um teste F, avaliando os valores de MQg,
MQr, MQFaj € MQep. A Tabela 16 mostra os dados da ANOVA para o modelo

quadratico.

Tabela 16: Valores da andlise de variancia (ANOVA) para o modelo quadratico

.~ Somas N° de graus de Médias

A O quadraticas Iibegdade quadraticas
Regresséo 17926729424 9 1991858825
Residuo 1486735470 9 165192830
F ajuste 1179698091 5 235939618
Erro puro 307037379 4 76759345
Total 10385534033 18 576974113
Fajuste (MQfa/Mer) 3,07
F(GLfa, GLep) (F5;4) 6,26

O teste Fajuste confirma que os dados se ajustam bem ao modelo quadratico,
jé. que Fajuste < Ftabelado.
A Figura 11 mostra as superficies de resposta, ou seja, a representacao

gréafica da equacao que descreve o comportamento do sistema.

BOODOD _] —T
!}LILHJU]__ = -

q0000 |

Area do pico
g
—

Area do pico

T X1 Taata =1 0
X2 X3 d a7 - :U‘:_ - 0,45
X2

Figura 10: Superficies de resposta do modelo quadratico para a interagéo entre as
variaveis. Figura a esquerda: x> (tempo de carregamento em minutos) e xs (vazao mL min™)
Figura a direita: x1 (% de H20) e x2 (tempo de carregamento em minutos)
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Por fim, de acordo com a previsdo do modelo, os valores das variaveis que
maximizam a resposta sao: solvente de carregamento 100% de H20, tempo de
carregamento da amostra e lavagem da coluna de 0,27 min e vazao do solvente de
0,87 mL min'.

A fase final do desenvolvimento consistiu na definicdo do volume de
injecdo. A principio, volumes maiores levam a uma maior resposta em area e, em
consequéncia, menores limites de quantificagdo podem ser alcangados. No entanto,
volumes grandes, podem levar a perda do analito na coluna SPE durante a etapa de
carregamento, principalmente os que possuem menor afinidade pela fase sorbente.
Os graficos apresentados na Figura 12 mostram os resultados obtidos usando solugao

padrdo de 10 ng mL' de N-nitrosaminas.

Area dos picos das N-nitrosaminas em funcao do
volume de injecao

140000
120000
100000

80000
60000
40000
20000 ' .l'
0 -- T

NDELA NMOR NDEA

E50uL m100pL ®150pL ®m200pL m=250uL

Area dos picos das N-nitrosaminas em funcao do
volume de injecao
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400000
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Figura 11: Area dos picos cromatograficos das N-nitrosaminas usando o sistema SPE-
UHPLC-MS/MS em fungao do volume de inje¢do de 50 pL, 100 pL, 150 pL, 200 pL e 250 pL
de solugéo padrdao 10 ng mL" de N-nitrosaminas. Condigdo de carregamento na coluna SPE
Oasis: 100% de H20, vazéo da BQ: 0,870 mL min', tempo de carregamento da amostra 0,27
min;
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Os dados mostraram, de modo geral, que a area do pico aumenta com o
volume de injecdo (até 200 uL) para todas as N-nitrosaminas avaliadas, o que é
decorrente da concentracao dos analitos na coluna de SPE. Entretanto, com volumes
a partir de 250 pL, ndo ocorre um aumento significativo do sinal e para algumas N-
nitrosaminas, como a NDEA, NDPLA e NDBA ocorre uma diminuicdo da area o que
indica perda do analito na etapa de carregamento da amostra. No caso da NDELA foi
observado uma distor¢ao do pico cromatografico para um volume de 250 pL. Ademais,
para a NMOR e a NPIP ainjecao de 250 uL apresenta desvios maiores entre injegoes.
Sendo assim, para a quantificacdo dos analitos foi selecionado o volume de injecéao
de 200 pL.

As N-nitrosaminas volateis, ou seja, aquelas com valores de pressao de
vapor maiores que 0,01 mmHg também apresentaram sinal nas condi¢des
estabelecidas, o que a principio viabiliza a determinacado dessas por cromatografia
liquida. A N-nitrosamina volatil NDEA (0,86 mm Hg em 20 °C) apresentou sinal menor
se comparado com as outras N-nitrosaminas menos volateis, o que vai inferir em um
maior LOQ. Os analitos NDMA e NMEA, N-nitrosaminas com maior pressao de vapor,
ndo apresentaram sinais, em area, usando o método desenvolvido. A Tabela 17
mostra as condicodes finais do método SPE-UHPLC-MS/MS. A Figura 13 apresenta a
linha do tempo para cada bomba e os eventos das valvulas.
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Tabela 17: Tabela com as condi¢des de carregamento e eluicdo, incluindo eventos das valvulas para o método SPE on-line.

92

Bomba quaternaria (QSM) Bomba binaria (BSM) Posicao da valvula
Vazao o o o Vazao o Tempo .
Tempo (mL min™) oA | %B | %C | %D | Curva | Tempo (mL min™) %A | %B | Curva (min) Evento Posicao
Valvula
I 0,87 100 0 0 0 6 I 0,30 80 20 6 0,27 esquerda 2
0,27 087 |100| 0 | 0 | 0| 6 0,27 030 |8 | 20| 6 060 | valula :
esquerda
2,70 0,87 0 100 0 0 6 1,00 0,30 10 90 6
4,60 0,87 0 100 0 0 6 2,60 0,30 10 90 6
4,61 0,87 100 0 0 0 6 2,70 0,30 80 20 6
7,00 0,87 100 0 0 0 6 7,00 0,30 80 20 6
Carregar Eluir Restabelecer

() & > min

A 4 carregamento e waste limpeza 1 reequilibrio :

QSM limpeza 4,60 7,00

() — o o - e min

- MS/MS ; separacdo analitica reequilibrio
BQM :
0,27 2,60 7,00
Mudancga da Mudanca da
posicao da posi¢cdo da

valvula

valvula

Figura 12: Linha do tempo para a bomba binaria e quaternaria, incluindo os eventos das valvulas.
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Um cromatograma caracteristico com as condi¢des otimizadas esta

apresentado na Figura 14.
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Figura 13: Cromatograma do método final SPE-UHPLC-MS/MS para solucao padrao de MIX
de N-nitrosaminas na concentragdo de 10 ng mL"'. Gradiente de eluicdo da BB (0,1% &cido
férmico em &gua:metanol, v/v): inicial (80:20), 0,27 min (80:20), 1,0 min (10:90), 2,60 min
(10:90), 2,70 min (80:20), 7,0 min (80:20); vazdo da BB: 0,3 mL min™. Gradiente da BQ
(agua:metanol, v/v): inicial (100:0), 0,27 min (100:0), 2,7 min (0:100), 4,60 min (0:100), 4,61
min (100:0), 7,0 min (100:0); vazado da BQ: 0,870 mL min', tempo de carregamento da
amostra 0,27 min; volume de injecdo 200 uL; temperatura da coluna: 40°C; temperatura do
sample manager: 10°C.

Uma vez estabelecidas as condigdes analiticas para a quantificacdo dos
analitos por SPE-UHPLC-MS/MS foram iniciados os estudos de preparo de amostra.
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4.2. Preparo de amostras
Para avaliar diferentes preparos de amostras, em um primeiro momento
foram caracterizadas as amostras quanto ao seu pH, conforme especificado no item

3.8. Os resultados sao mostrados na Tabela 18.

Tabela 18: Valor de pH para cada amostra de shampoo.

Fabricante pH

4,8
7,6
7,5
5,0
4,6
6,8
6,7
7,1
6,2
7,3
7,4
5,0

X~ |—IZ|OmMMmo0|m| >

As amostras apresentaram um valor de pH a faixa de 4,6 a 7,6, sendo que
quatro amostras apresentaram valores abaixo do pH neutro, entre 4,6 e 5,0.

A fase de desenvolvimento do preparo de amostras partiu da revisao dos
métodos publicados na literatura e do trabalho realizado anteriormente no grupo de
pesquisa (CANAES, 2011), no qual diferentes preparos de amostras de shampoo
para a determinagéo de N-nitrosaminas foram avaliados. O ideal é que o procedimento
seja pautado no menor numero possivel de etapas, sem, no entanto, comprometer a
seletividade e detectabilidade do método. O emprego do espectrémetro de massas,
pela seletividade inerente quando operado no modo SRM, permite em muitas
situagées um procedimento simplificado de preparo de amostras. No entanto, a
presenca de componentes da matriz pode afetar negativamente o limite de
quantificacdo, uma vez que podem prejudicar o processo de ionizagdo do analito na
fonte de ESI (efeito matriz).

O desafio de concentrar os analitos foi superado pelo uso da técnica de
SPE on-line, que além disso, também pode realizar um clean up adicional da amostra.
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Restou, portanto, desenvolver um preparo de amostras capaz de eliminar os
interferentes, permitindo alcancgar niveis de concentragdo em ng g' (ppb). Outro
desafio foi desenvolver um procedimento capaz de recuperar tanto o analito polar
NDELA, quanto os demais analitos de carater apolar.

Cabe destacar que o shampoo além de ser uma matriz complexa possui
formulacdo que varia de fabricante para fabricante, o que pode inviabilizar um
procedimento Unico de preparo para todas as amostras. Portanto, foi necessario
avaliar a aplicabilidade do método para as amostras selecionadas.

Os procedimentos descritos na literatura foram desenvolvidos usando
produtos cujas matrizes sao diferentes das comercializadas no Brasil. Portanto, fez-
se necessario investigar, inicialmente, a aplicabilidade desses métodos aos produtos
nacionais. A seguir serdo apresentados os preparos de amostra avaliados e seus
resultados e discussoes.

4.2.1. Preparo de amostra usando SPE Oasis HLB

O primeiro procedimento de extracdo em fase solida em sorbente Oasis
HLB avaliado foi reportado por MA et al (2011) para determinac¢ao de N-nitrosaminas
volateis em shampoo, entre outros cosméticos, e utilizado por Jones et al (2016) na
determinacao de N-nitrosaminas volateis e de NDELA em shampoo, sabonete e
batom (MA etal., 2011; JONES & GLOVER, 2016). O procedimento empregado esta
descrito no item 3.9.1.

A extracao assistida por ultrassom foi utilizada com o objetivo de extrair os
analitos da matriz, levando-os para o meio liquido (sobrenadante), para posterior
concentracédo na fase estacionaria Oasis HLB.

Foram utilizadas uma amostra nacional (amostra E) e outra importada de
shampoo para bebé (amostra L) para a avaliacdo do método. O uso da amostra
importada teve como objetivo verificar se a matriz da amostra era diferente e o
procedimento era aplicavel a produtos comercializados fora do pais.

Os resultados mostraram que este ndo é eficaz na eliminagdo dos
tensoativos, ja que a solucao final apresentou formacao de espuma. Isso pode ser
explicado pela solubilidade dos tensoativos no solvente de extracao (metanol:acetona)
utilizado, devido a parte polar da molécula. Tendo em vista que a finalidade da

extracao ultrassoénica é separar as N-nitrosaminas dos demais componentes da matriz
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e que tanto aquelas quanto os tensoativos sao soluveis em solventes polares, nao é
possivel obter uma separacao efetiva usando o método abordado. O uso de acetona
e metanol como solvente de extracdo, ambos misciveis em agua, necessitaria da
adicao de um solvente ndo polar para a separacao de fases, levando a uma maior
diluicao e baixa recuperacao de analitos polares. Além disso, o sorbente Oasis HLB
se mostrou ineficaz na eliminagao dos tensoativos, ja que apds o processo de lavagem
a solucao apresentou formacéo de espuma.
Estudos realizados com a coluna Oasis HLB on-line mostraram que a
NDELA possui baixa afinidade com a fase estacionéaria, sendo assim, na lavagem
utilizada no método € esperado a perda desse analito, dado o uso de metanol 30%,
um eluente forte.
O sorbente polimérico Oasis HLB é composto por um sitio hidrofilico e
outro lipofilico, conforme mostra a Figura 15. Devido ao carater anfipatico dos
surfactantes, estes podem ser retidos na coluna e na fase de eluicdo utilizando

metanol podem ser eluidos causando a formacao de espuma no eluato final.

Hidrofilico
(retencéo de —
compostos polares)

\ Lipofilico

(retengao de fase
reversa)

Figura 14: Estrutura do sorbente OASIS HLB. A estrutura destacada em azul é a N-
vinilpirrolidona e a estrutura destacada em amarela € o divinilbenzeno. Fonte: (WATERS,
2008).

Por fim, para evitar contaminacao do detector do equipamento a solucao

final n&o foi injetada no sistema.
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4.2.2. Procedimento QUEChERS (quick, easy, cheap, effective, rugged
and safe)

O segundo procedimento avaliado foi proposto por Ghazaleh e Zahra
(2017) e consistiu em uma adaptacao do método de extracdo QUEChERS para a
determinacdo de NDELA em shampoo, utilizando cromatografia liquida de alta
eficiéncia. Devido a versatilidade do procedimento, este tem sido empregado para as
mais diferentes aplicacdes. Cabe destacar que o procedimento foi originalmente
proposto para a determinacao de pesticidas em alimentos com alto teor de agua, em
particular, vegetais (ANASTASSIADES et al., 2003).

A amostra de shampoo utilizada na avaliagao foi a amostra “E”. O eluato
obtido conforme procedimento detalhado no item 3.9.2 apresentou espuma, o0 que
evidencia a co-extracdo de surfactantes da amostra. O shampoo testado possui em
sua composicao, majoritariamente, o lauril éter sulfato de sédio e o cocoamidopropil
betaina, ambas moléculas possuem uma parte hidrofilica e outra lipofilica. As
seguintes hipbéteses podem ser levantadas para justificar a co-extragcdo dos
surfactantes:

- Solvente de extracdo: a acetonitrila apesar de extrair uma menor quantidade de
componentes lipofilicos, foi capaz de extrair os tensoativos. Isso pode ser explicado
pela natureza anfifilica dos surfactantes e sua solubilidade tanto em solventes polares
quanto apolares.

- Salting out. a etapa de adi¢cao dos sais para a separacao das fases, mostrou que o
uso de MgSOs4, usado para remover a agua, também € capaz de extrair os
surfactantes. De acordo com Anastassiades et al. (2003), o uso desse sal gera uma
reacao exotérmica, levando ao aguecimento da amostra entre 40° a 45 °C, o que pode
levar a extragcdo de compostos apolares, beneficiando a extracdo dos surfactantes
(ANASTASSIADES et al., 2003).

- Clean up: a extragdo em fase sdlida dispersiva utilizando MgSOa4, PSA, C18 e silica
teve como objetivo retirar o residuo de agua, e reter os interferentes de carater polar,
porém evitando a co-extracdo da NDELA. O PSA foi usado para reter interferentes
polares presentes na matriz, enquanto a fase C18 foi usada para reter os interferentes
apolares. Devido ao carater polar da silica, esta foi utilizada para a adsor¢cao dos
interferentes polares, podendo, entretanto, provocar a retengdo da NDELA,
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diminuindo a eficiéncia da extracdo e em consequéncia levar a uma menor
recuperacado. A etapa de clean up nao apresentou eficiéncia na eliminacdo dos
tensoativos, uma vez que o extrato final apresentou formagdo de espuma. Isso pode
ser explicado, pela pouca quantidade de fase C18 utilizada no método. Sendo assim,
o0 mesmo procedimento foi avaliado, dobrando a quantidade de PSA, C18 e silica,
entretanto, a variagdo n&o mostrou melhoras na eliminagdo dos referidos

interferentes, e por isso o0 extrato n&o foi injetado no sistema cromatografico.

4.2.3. Dispersao da matriz em fase sélida (MSDP)

O procedimento de dispersdo da matriz em fase sélida empregado e
descrito no item 3.9.3 seguiu 0 método descrito por Canaes (2011). Para o estudo
utilizou-se um nivel alto de fortificagcdo da amostra com as N-nitrosaminas, 1 ug g™,
no entanto, 0 método nao apresentou recuperacao dos analitos.

O procedimento utilizado, originalmente, para extracao de matrizes sélidas
e semi-solidas, baseia-se no principio da dispersdo da amostra em um adsorbente.
Para a matriz em estudo, a técnica MSDP foi empregada usando silica como fase
dispersante da matriz e Florisil® como adsorbente para uma etapa adicional de clean
up.

Como exposto no Capitulo 1, item 1.9, 0 shampoo é constituido por quase
75% de agua, o que confere a matriz um carater polar. Portanto, o procedimento de
preparo de amostra precisa ser capaz de extrair 0 analito polar, NDELA, da matriz que
também possui carater polar.

A escolha da silica (-Si-OH) foi feita devido ao seu carater polar, o que
permite que a agua seja adsorvida, através de interagcbes do tipo ligacdo de
hidrogénio. O sulfato de sédio anidro foi utilizado para auxiliar na retencéao da agua da
matriz. Devido a sua alta polaridade o Florisil® foi escolhido como adsorbente para
retencdo da NDELA na coluna.

A técnica elaborada ndo se mostrou eficaz na recuperacao da NDELA. Isso
pode ser explicado pela semelhanga entre a polaridade da matriz e do analito, que
pode ter ocasionado a co-extracdo de interferentes polares. A ineficiéncia na
recuperacao pode ser explicada, também, por uma ma dispersdo da matriz. Apesar
disso, o eluato final ndo apresentou formacao de espuma o que indica a eficiéncia do

clean up utilizando hexano como solvente de extracdo e Florisil® como adsorbente.
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4.2.4. Extracao em fase soélida com sorbente C18

Na fase exploratéria do estudo envolvendo o sorbente C18, foi necessario
avaliar se o método era capaz de realizar uma limpeza efetiva, de modo a eliminar os
tensoativos. Inicialmente foi empregado o protocolo elaborado por Chanwirat (2012),
descrito no item 3.9.4.

Usando este modo de preparo de amostra foi possivel produzir extratos
sem formacdo de espuma, o que evidencia a eliminacdo da maior parte dos
tensoativos, e por isso as amostras foram injetadas no sistema SPE-UPLC-MS/MS.
De acordo com Chanwirat (2012), a quantificacdo da NDELA é realizada no eluato 2.
Entretanto, nesse eluato n&o foi verificada a presenca da NDELA, enquanto no eluato
1, uma recuperacéao de NDELA abaixo do LOQ foi estimada. Avaliando o efeito matriz,
para essa amostra (E), através da fortificacdo do extrato com NDELA no nivel de 15
ng g, foi verificada a supressao do sinal em 39%. Nessa etapa ndo foram avaliadas
a presenca das demais N-nitrosaminas, uma vez que o objetivo principal foi avaliar a
capacidade de eliminacdo dos tensoativos. Além disso, o método proposto por
Chanwirat (2012) € usado apenas para determinagéo da NDELA.

Visto que o preparo de amostra, utilizando o sorbente C18 como fase
sorbente, mostrou ser o0 mais promissor, 0 método foi avaliado com mais detalhe. Para
isso, foram estudadas novas porc¢des de eluatos e quantidades de sorbente, seguindo
0 preparo de amostra mostrado na Figura 8 do item 3.9.5.

A primeira avaliagao consistiu em verificar em qual eluato era possivel obter
a maior recuperacao dos analitos, através da analise da intensidade do sinal nos
cromatogramas. Para tanto, dois parametros foram variados e avaliados: quantidade
de volume a ser descartado (eluato 1) e quantidade de sorbente C18 (0,59, 1,0g e
1,5 g). Para a andlise da quantidade de volume que deveria ser removido do cartucho,
foram avaliados dois volumes: 1 mL e 2 mL. Os resultados obtidos sdo apresentados
nas Tabelas 19 e 20.
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Tabela 19: Valor médio da &rea do pico (n= 3) para cada N-nitrosamina, de acordo com o eluato e a quantidade de sorbente
utilizado para um volume de eluato 1 de 1 mL, fortificado com N-nitrosaminas no nivel de 200 ng g°'.

Volume eluato 1: 1 mL N-Nitrosaminas
NDELA NMOR NPIP NDBA NPYR NDPLA

05 g de Eluato 1 ND ND ND ND ND ND
9 Eluato 2 29185 20264 ND ND ND ND
Eluato 3 NA NA NA NA NA NA
109 de Eluato 1 ND ND 1739 ND ND ND
Q9 Eluato 2 40819 ND ND ND ND ND
Eluato 3 2691 23002 76394 ND ND ND
Eluato 1 ND ND ND ND ND ND
1’?:?8"'3 Eluato 2 37969 ND ND ND ND ND
Eluato 3 2435 64922 56961 ND ND ND

Legenda: NA: ndo analisado; ND: ndo detectado.
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Tabela 20: Valor médio da area do pico (n=3) para cada N-nitrosamina, de acordo com o eluato e a quantidade de sorbente
utilizado para um volume de eluato 1 de 2 mL, fortificado no nivel de 200 ng g™'.

N-Nitrosaminas

Volume eluato 1: 2 mL NDELA NMOR NPIP NDBA NPYR NDPLA
0.5 g de Eluato 1 10405 ND ND ND ND ND
ois Eluato 2 29438 18523 ND ND ND ND
Eluato 3 NA NA NA NA NA NA
1,09 de Eluato 1 4396 ND ND ND ND ND
oos Eluato 2 47572 1253 ND 2459 ND ND
Eluato 3 1856 28491 129905 2267 ND ND
Eluato 1 ND ND 2288 ND ND ND
1’?:?8"'3 Eluato 2 51802 16459 569 4410 ND ND
Eluato 3 3614 51385 91454 1013 ND ND

Legenda: NA: ndo analisado.
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e 0,5 g de sorbente C18: Os dados para essa quantidade de sorbente
mostraram que recolhendo tanto 1 mL quanto 2 mL do eluato 1 a NDELA e a NMOR
sao recuperadas no eluato 2, apresentando resposta instrumental com mesma ordem
de grandeza. O eluato 1 foi injetado para verificar se havia perda dos analitos. Foi
constatado que ha perda da NDELA quando recolhido um volume maior de eluato 1.
O eluato 3 nao foi injetado no sistema, pois apresentou formacao de espuma. Isso
pode ser explicado pela quantidade insuficiente de fase C18, o que impossibilita a
retencdo dos surfactantes presentes em grande quantidade na amostra. Utilizando
essa quantidade de sorbente nao foi possivel recuperar os analitos mais apolares,

uma vez que era esperado que esses fossem eluidos no eluato 3.

e 1,0 g de sorbente C18: Os dados para o dobro de quantidade de fase C18
utilizado inicialmente, confirmaram que a NDELA é recuperada no eluato 2,
apresentando mesma ordem de grandeza, tanto para 1 mL quanto para 2 mL de
volume do eluato 1 recolhido. Com o uso dessa quantidade de sorbente a resposta
em area do pico aumentou aproximadamente 15000 para a NDELA. A NMOR foi
recuperada no eluato 3, ndo apresentando um aumento significativo do sinal.
Utilizando 1,0 g de fase C18 foi possivel recuperar a NPIP, no eluato 3. A afinidade
desse composto pela fase C18, devido ao seu carater apolar, resulta numa maior
interacado, tendo sido necessario um solvente mais forte para sua eluicao da coluna.
A NDBA apresentou picos intensos fora do tempo de retengéo, nos eluatos 2 e 3, nao
permitindo, desta forma, a confirmacao de sua presenca. A nao recuperacao das N-
nitrosaminas mais apolares pode ser explicada pela for¢ga do solvente de eluigdo. Para
a eluicdo dos analitos mais fortemente retidos na coluna € necesséario o uso de
solvente mais apolar (forte). No entanto, isso poderia fazer com que os interferentes
mais fortemente retidos na coluna, também fossem eluidos, causando a co-eluicao de
componentes da matriz capazes de suprimir o sinal dos analitos, em especial 0s

tensoativos. Nao foi observado perda significativa dos analitos, nos eluatos 1.

e 1,5 g de sorbente C18: O aumento da quantidade de fase C18 possibilitou
o incremento da resposta em area da NDELA, no eluato 2, quando recolhido 2 mL de
eluato 1. Esse aumento n&o foi observado quando recolhido 1 mL do eluato 1.
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A area do pico da NMOR aumentou em aproximadamente trés vezes, no
eluato 3, com o uso dessa quantidade de sorbente, sendo que esse aumento foi mais
acentuado com a coleta de 1 mL de eluato 1. O aumento da resposta pode ser
explicado pela maior retencao dos interferentes, diminuindo o efeito matriz. Esse efeito
pode prejudicar a eficiéncia de ionizagao dos analitos, devido a quantidade de ions
provenientes da matriz que sdo introduzidos na fonte, diminuindo a sensibilidade do
método. Além disso, 0s componentes da matriz podem distorcer o pico
cromatografico, pois competem com os analitos pelos sitios ativos da fase
estacionaria, causando alargamento do pico e mudanga no tempo de retengédo. O
analito NPIP apresentou um decréscimo na resposta do instrumento, enquanto a
NDBA apresentou picos fora do tempo de retengcédo, nao sendo possivel, portanto,
confirmar sua identidade. Mesmo utilizando quantidade maior de sorbente nao foi
possivel recuperar os analitos mais apolares, NPYR e NDPLA. Essas N-nitrosaminas
competem com os interferentes por sitios da fase C18, o que pode diminuir a
concentracao dos analitos. Para a eluicdo desses compostos seria necessario usar
um solvente de eluicado mais forte, em razao de sua maior afinidade pela fase C18. No
entanto, isso poderia causar a co-eluicao de interferentes retidos na coluna. Ensaios
exploratérios mostraram que o uso de um solvente de eluicdo mais forte
(agua:acetonitrila, 90:10, v/v) faz com que os surfactantes sejam eluidos, causando a
formacao de espuma no eluato 3. Para evitar a contaminacdo do equipamento foi
estabelecido o uso da solucao (dgua:acetonitrila, 95:5, v/v). Nao foi observado uma
perda representativa dos analitos no eluato 1.

Os resultados mostraram que a NDELA possui maior recuperacao no
eluato 2, enquanto a NMOR e a NPIP sao recuperadas no eluato 3. As demais N-
nitrosaminas nao foram recuperadas utilizando o método de preparo abordado.
Portanto, foi estabelecido que a quantificacdo da NDELA deve ser feita no eluato 2 e
dos demais analitos no eluato 3.

Para a NDELA e a NMOR foi verificado que o uso de 1,5 g de sorbente
fornece sinais mais intensos, ou seja, uma melhor eficiéncia de extragao foi alcangada.
A recuperagéo da NPIP foi maior quando utilizado 1,0 g de sorbente. Entretanto, foi
estabelecido 1,5 g de fase C18 para a extracdo, com o objetivo de alcangar um maior
clean up. A quantidade de volume do eluato 1 a ser desprezado foi avaliado e
constatou-se que removendo 2 mL de eluato 1, é possivel obter sinais maiores e com
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menor dispersdo para a NDELA e a NPIP. Sinais mais intensos para a NMOR foram

obtidos com volume do eluato 1 de 1 mL. Os gréficos da Figura 16 mostram os

resultados obtidos para as areas dos picos dos analitos em fung¢do do volume de

eluato 1 e de quantidade de sorbente.

Area dos analitos no eluato 2 em
funcédo do volume do eluato 1 (1 mL)
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Figura 15: Area dos analitos em funcdo da quantidade de sorbente, volume de eluato 1 e

eluato 2 e 3.

O principio do preparo de amostras desenvolvido para a NDELA estd em

concentrar os interferentes enquanto o analito é percolado pelo cartucho, ou seja,

ocorre a adsorcao da matriz na fase C18. Esse modo foi escolhido devido a pouca

afinidade da molécula pela fase estacionaria. Sendo assim, a técnica proposta

consiste na limpeza utilizando SPE off-line e posterior concentracdo da NDELA

utilizando SPE on-line.

A maioria dos shampoos possui em sua composi¢ao, os surfactantes lauril

sulfato de sédio (Figura 17) e/ou lauril éter sulfato de so6dio (Figura 18). Ambos

tensoativos anidnicos que possuem a parte hidrofilica carregada negativamente.
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Figura 16: Lauril sulfato de sédio
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Figura 17: Lauril éter sulfato de sodio

Os resultados obtidos mostraram que com uma quantidade maior de fase
estacionaria é possivel obter maior recuperacao para a NDELA, isso pode ser
justificado pela maior retencdo de concomitantes que aumentam o efeito matriz.
Tendo em vista que 0 método proposto se baseou no principio da extragdo em fase
reversa de compostos apolares a moderadamente polares, que € o caso dos
tensoativos anibnicos, foi possivel concluir que a retencdo dos tensoativos € mais
eficaz com o uso de maior quantidade de fase C18. A interacdo da cadeia hidrofébica
dos tensoativos com a cadeia C18 se mostrou eficaz na remog&o desses compostos.
A Figura 19 mostra a possivel interagéo entre a cadeia C18 e o tensoativo lauril éter
sulfato de sddio por forgas do tipo Van der Waals.

Fase C18

Silica ‘ 1 ‘ I 5

Na
&= Forca de Van der Waals

Figura 18: Interacdo entre a fase estacionaria C18 e o tensoativo lauril éter sulfato de sodio.
Fonte: figura adaptada de (MAJORS, 2013)

Com o objetivo de verificar se seria possivel realizar uma menor diluicdo da
amostra, o mesmo preparo mostrado na Figura 8 foi realizado, alterando a diluicdo no
tubo Falcon e o volume do eluato 2 para 5 mL. Nesse procedimento, 1,0 g da amostra
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foi fortificada com 100 ng g™'. A Figura 20 mostra os resultados obtidos para a NDELA,

uma vez que esse analito € o unico recuperado no eluato 2.

Area da NDELA em funcio do volume de diluicdo da
amostra e do eluato 2
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Figura 19: Area da NDELA em funcéo do volume de diluicdo da amostra e do eluato 2.

Usando uma menor diluicdo da amostra houve menor recuperacdao do
analito. Isso pode ser explicado pela menor diluicdo dos componentes da matriz,
resultando na co-eluicdo de compostos que suprimem o sinal da NDELA (efeito
matriz). Sendo assim, foi mantido a diluicdo da amostra em, aproximadamente, 10
vezes.

Ap0és definir a quantidade de sorbente, foi investigado o uso de quantidade
menor de amostra, 0,5 g, fortificando-a com 200 ng de padrao de N-nitrosaminas. A
Figura 21 mostra os resultados obtidos.
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Figura 20: Area dos analitos em funcédo da quantidade de amostra “E” fortificada com 200 ng
de padrao: 1,0 g (200 ng g") € 0,5 g (400 ng g").

Os resultados mostraram que o uso de quantidade menor de amostra

produz desvios menores, no entanto, aumentaria o valor do LOQ. Além disso, usando



Capitulo 4: Resultados e Discussdes 107

0,5 g de amostra obteve-se uma menor eficiéncia de extracao do analito. No entanto,
era esperado que, usando menor quantidade de amostra, haveria maior recuperagao
do analito, devido a menor quantidade de compostos que aumentam o efeito matriz
provenientes da amostra. Com base nesses resultados foi selecionado 1,0 g de

amostra.

4.3. Selecao das amostras

Um dos objetivos do trabalho foi fazer um levantamento de formula¢des no
mercado e, pela composi¢cao descrita no rétulo, avaliar a presenga de aminas com
potencial de serem nitrosadas.

Em pesquisa realizada no site da Anvisa foram encontradas 211
formulacbes de shampoo para uso infantil registrados. Ja na pesquisa realizada nos
mercados da cidade de Campinas — SP foram verificadas, aproximadamente, 30
formulagcbes diferentes. Foram selecionadas doze amostras, sendo uma delas,
importada. Essas amostras apresentam em seu rétulo, no item “composi¢cao”,
substancias precursoras na formacao de N-nitrosaminas, conforme mostra a Tabela

5 do item 3.5. A composicdo completa das doze amostras esta descrito no Anexo lll.

4.4. Estudo das matrizes selecionadas

Devido a diferenca na composi¢cdo das matrizes, foi realizado um estudo
para avaliar a aplicabilidade do preparo de amostras desenvolvido para as amostras
selecionadas. Além disso, para a validacao do método foi necessario selecionar uma
amostra que pudesse ser usada como matriz branca para a determinacdo da NDELA.

As amostras foram analisadas utilizando o preparo de amostras descrito no
item 3.9.5. Os resultados mostraram que cada matriz possui um comportamento
diferente quando submetido ao método de preparo de amostra desenvolvido,
indicando a complexidade e a diferenca entre elas. Enquanto algumas amostras foram
facilmente percoladas pelo cartucho, outras, mesmo sob vacuo, apresentaram
resisténcia ao passar pela fase sorbente, tornando dificil a coleta dos eluatos. O
shampoo importado (amostra L) teve que ser submetido a um processo adicional no
preparo da amostra antes de ser percolado pelo cartucho: 10 minutos em banho
ultrassénico e centrifugacdo a 4226 g por 15 minutos.

Extratos de duas outras amostras (amostra F e J) ndo puderam ser
injetados, devido a formagdo de espuma na solucdo final, indicando que esse
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procedimento ndo foi eficaz na eliminagdo dos tensoativos presentes nessas

amostras.

Inicialmente as amostras foram fortificadas com 100 ng g' de surrogate

como padrdo interno. Os resultados para as nove amostras analisadas permitiram

verificar a diferenga entre as matrizes em relagédo ao pico da NDELA-ds. Algumas

amostras apresentaram sinais mais intensos para o surrogate, enquanto outras

apresentaram picos deformados e com menor intensidade evidenciando novamente o

efeito matriz. Os picos do surrogate para as amostras fortificadas no nivel de 100 ng

g' sdo mostrados nos cromatogramas apresentados na Figura 22.
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Figura 21: Cromatograma SRM de nove amostras fortificadas com NDELA-dsno nivel de 100
ng g'. O preparo das amostras seguiu o descrito no item 3.9.5, usando cartucho SPE C18.
Condigcdées do SPE on line: coluna de SPE Oasis HLB, 100% H-O como solvente de
carregamento, tempo de carregamento de 0,27 min, volume de inje¢do 200 pL, vazéo da BQ:
0,870 mL min''. Gradiente de eluicdo da BB (0,1% acido férmico em agua:metanol, v/v): inicial
(80:20), 0,27 min (80:20), 1,0 min (10:90), 2,60 min (10:90), 2,70 min (80:20), 7,0 min (80:20);
vazéo da BB: 0,3 mL min'. Temperatura da coluna: 40 °C; temperatura do sample manager:
10 °C.

A Tabela 21 apresenta os valores da resposta em area do pico para a
NDELA-ds, fortificada no nivel de 100 ng g-' para cada amostra de shampoo analisada.
O efeito matriz foi avaliado pela area da NDELA-ds, sendo que a matriz da
amostra “D” apresentou a maior supressao de sinal. A supressao na ionizacdo pode

ser justificada pela competicdo entre analito e componente da matriz na fonte ESI. A

amostra que apresentou maior resposta para o surrogate foi a amostra “A”, o que
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indica que o preparo de amostra foi eficiente nas etapas de concentracéo e clean-up
para esse shampoo. Sendo assim, o surrogate é afetado fortemente pela matriz e
seria necessario o estabelecimento de uma concentracao adequada a ser usada com
a finalidade de padronizagao interna para cada amostra independente.

A principio o LOQ almejado para a NDELA era 10 ng g' e por isso foi feito
o estudo com um nivel de fortificagdo menor para a NDELA-ds, utilizando a amostra
“E”. Para isso, a matriz foi fortificada com 50 ng g'' de surrogate. A Figura 23, mostra

0 cromatograma da amostra avaliada.

15_03 elu 2_50ppb
6 MRM of 1 Channel ES+
177 143.1 > 111 (NDELA-d8)

100 6 05ed

Figura 22: Cromatograma SRM da amostra “E” fortificadas com NDELA-dg no nivel de 50 ng
g”. O preparo das amostras seguiu o descrito no item 3.9.5, usando cartucho SPE C18.
Condigcbées do SPE on line: coluna de SPE Oasis HLB, 100% H:O como solvente de
carregamento, tempo de carregamento de 0,27 min, volume de injecao 200 pL, vazao da BQ:
0,870 mL min™'. Gradiente de eluicdo da BB (0,1% acido férmico em agua:metanol, v/v): inicial
(80:20), 0,27 min (80:20), 1,0 min (10:90), 2,60 min (10:90), 2,70 min (80:20), 7,0 min (80:20);
vaz&o da BB: 0,3 mL min™'. Temperatura da coluna: 40 °C; temperatura do sample manager:
10 °C.

A resposta em area do pico foi de 6032, valor quase seis vezes menor do
gue a resposta obtida com a fortificagdo de 100 ng g-!, o que corresponde a uma perda
significativa na resposta instrumental. As amostras “B”, “D”, “H” e “I” mostraram picos
distorcidos e baixa resposta instrumental para a fortificagdo com 100 ng g de
surrogate, o que indica que uma fortificacdo em nivel maior deva ser realizada.
Portanto, essas amostras nao poderiam, a principio, serem analisadas pelo método
desenvolvido. Para as demais amostras, a concentragdo de 100 ng g™' do surrogate
seria adequada.

E importante destacar que uma vez que a quantificacdo da NDELA seria
realizada pelo uso do surrogate como padrao interno, a curva analitica para a
quantificacdo da NDELA poderia ser realizada por uma curva analitica construida no
solvente. Entretanto, o LOQ pode variar de amostra para amostra e precisou ser
estimado para cada uma, separadamente.

Sendo assim, as amostras foram fortificadas com 10 ng g'!, em triplicata,
usando a curva no solvente para a quantificacao e o surrogate na concentracao de

100 ng g'. As amostras “C” e “K” foram fortificadas em um nivel um pouco maior, 15
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“l”

ng g, pois foi detectado a presenca de NDELA. A amostra “I” ndo foi avaliada, pois o
preparo de amostras ndo foi adequado. A fortificacdo das amostras com NDELA tinha
como objetivo avaliar a exatidao dos resultados, a partir da recuperacao dos analitos.

A Tabela 21 mostra as respostas para as amostras fortificadas. Os

cromatogramas das amostras fortificadas estdo no Anexo V.

Tabela 21: Valores das respostas em area do pico da NDELA e do padrao interno
para as amostras fortificadas.

Nivel de Area da Area da Recuperacao

Amostra | fortificacao NDELA NDELA-ds | (média, n=3)
(NDELA) (100 ng g) (%)
A 10 ng g’ 6238 67723 114
B 10 ng g™ 7574 22694 336
C 15ng g’ 15409 23514 104
D 10ng g’ 2138 8070 270
E 10 ng g 5698 35711 146
G 10 ng g’ 12540 30889 443
H 10 ng g’ 2737 16625 150
K 15ng g’ 10068 51257 155

A recuperacao da NDELA foi avaliada pelo valor percentual do analito
usando a equagao da curva analitica no solvente (padronizagao interna).

Pelos resultados obtidos (n=3) a recuperacao variou de 104% a 443%. As
amostras “A”, “C”, “E”, “H” e “K” apresentaram valores de exatidao < 155%, valores
aceitaveis levando em consideracdo a complexidade da matriz e o nivel da
fortificacdo. No entanto, as amostras “B”, “‘D” e “G”, apresentaram valores de
recuperacao, significantemente maiores do que 155%. Esses valores altos indicam
que o procedimento de preparo de amostras ndo € adequado para essas matrizes, ou
até mesmo que um incremento do sinal é provocado pelos interferentes da matriz.
Sendo assim, essas amostras nao poderiam ser analisadas pelo método
desenvolvido. A amostra H, embora tenha apresentado uma recuperacéo de 150%,
apresentou uma area muito pequena tanto para a NDELA como NDELA-d8 o que
evidencia um elevado efeito matriz e por esse motivo também foi considerado que
teria que ser desenvolvido um outro preparo de amostra para contornar esse
problema.

Sendo, assim, de todas as amostras selecionadas, apenas as amostras

A,C, E e K poderiam ser analisadas pelo método desenvolvido.
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Com base nos resultados obtidos, foram estimados para as amostras A, C,
E e K os valores de LOQ e LOD (Tabela 22). A concentragado do surrogate foi fixada
em 100 ng g™'. Para fins praticos, foi estabelecido o LOQ em 10 ng g' e 0 LOD de 3

ng g°' para as quatro amostras em quest&o.

Tabela 22: Valores de LOQ e LOD estimados para cada amostra de shampoo.

LOQ LOD
Amostra | \pELA) | (NDELA)
A 10 ng g’ 3ngg’
C 10 ng g™ 3ngg’
E 5ngg’ 2ngg’
K 10 ng g™ 3ngg’

Vale ressaltar que o menor LOQ reportado na literatura para a NDELA em
cosmeéticos, utilizando a técnica UHPLC-MS/MS, foi de 20 ng g™ (JOO et al., 2015).

Por fim, através das fortificagdes realizadas, tanto com NDELA quanto com
o surrogate, foi possivel avaliar a amostra que poderia ser usada na validagdo. E
importante enfatizar que devido a diferenga na composicao das matrizes, nao foi
possivel selecionar uma matriz branca representativa para todas as amostras. Para a
selecdo da amostra que seria utilizada na validacao foi feita uma comparacao do
cromatograma da matriz isenta de NDELA com a matriz fortificada (10 ng g°'), tendo
sido escolhida aquela que apresentou menor interferéncia ao longo do intervalo do
pico de interesse, e que apresentou a maior resposta para o surrogate no nivel de
fortificagcdo de 100 ng g'. A Figura 24 mostra os cromatogramas da amostra “A”

selecionada para a validagéo.
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Figura 23: Cromatogramas da andlise da amostra “A”. Cromatogramas A e B: transi¢des de
confirmacao e quantificacao, respectivamente, da NDELA para a amostra nao fortificada.
Cromatogramas C e D: transicées de confirmagdo e quantificacdo, respectivamente, da
NDELA para a amostra fortificada com 10 ng g™ da solugao padrao. Cromatograma E: pico
do padréo interno (surrogate) adicionado no nivel de 100 ng g™'.

4.5. Validacao do método

Ap6s o desenvolvimento do método SPE-UHPLC-MS/MS para
determinacdo e quantificacdo da NDELA, foi realizada a avaliacdo dos seguintes
parametros de validacdo: faixa linear, linearidade, limites de deteccao e quantificagao,
precisao intra- e inter-ensaio e exatidao. A validagao foi feita apenas para a NDELA,
uma vez que a auséncia de uma matriz branca representativa, impossibilita a

quantificacdo do analito sem o uso do surrogate (padréo isotopicamente marcado).

4.5.1. Faixa linear e linearidade
Com o uso do surrogate da NDELA, a faixa linear e a linearidade puderam
ser avaliadas por meio de curvas analiticas por padronizacao interna construidas no

solvente. Cada nivel de concentracao, seis ao total (1,0 - 2,0 - 5,0 - 10,0 — 15,0 —
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20,0 ng mL"), foi preparado em triplicata independente. A NDELA-ds foi usada como
padrao interno na concentracao de 10,0 ng mL-".

As curvas analiticas foram construidas plotando as razdes das areas dos
picos da NDELA e da NDELA-ds em fungéo da concentragéo do analito (ng mL-"). A
Figura 25, mostra os graficos da curva analitica no solvente e dos residuos,
construidos para a NDELA.

Curva no solvente para a NDELA Grafico de residuos
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Figura 24: Curva analitica para a NDELA no solvente (1 a 20 ng mL™") com adigéo de
padréo interno NDELA-ds na concentragdo de 10 ng mL™".

A significancia do coeficiente angular foi avaliada aplicando um teste t. O
resultado mostrou que o valor de b é estatisticamente diferente de zero, estando
dentro do critério de aceitacao.

A Tabela 24 apresenta os parametros estatisticos para a curva analitica no
solvente. A possivel presenga de outliers foi avaliado pelo teste dos residuos
padronizados de Jacknife e a homocedasticidade das varidncias confirmadas pelo
teste de Levene.
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Tabela 23: Parametros estatisticos para a curva analitica no solvente.
Curva no Solvente

Coeficientes | Variancia
Coeficiente linear (a) 0,0376 0,0158
Coeficiente Angular (b) 0,0845 0,0014
R2 0,9954 0,9956
r 0,9977 0,9978
Sres (Variancia do residuo) 0,0412
Equacao da regresséo linear y = 0,0845x + 0,0376

(método dos minimos
quadrados ordinarios)
Numero de outliers 0

O coeficiente de determinagéo (R?) mostrou bom ajuste do modelo, com
regressao explicando 99,54% da variacao total em torno da média. O valor do
coeficiente de correlacdo linear (r) indica uma alta correlagdo entre as respostas
observadas e os valores previstos pelo modelo ajustado. Considerando que para as
curvas ndo houve falta de ajuste, tomou-se 0 Sresidual COMO uma medida representativa
do erro experimental. Sendo assim, foi calculado, com 95% de confianca, uma faixa
na qual os valores que estivessem fora, seriam considerados anémalos (outliers) e
por isso excluidos. Aplicando esse método nenhum valor experimental apresentou ser
um dado anémalo.

O gréfico de residuos indica uma distribuicao aleatéria destes em funcao
da concentracao, no entanto, com um leve incremento para concentracdes maiores.

O teste de Levene foi feito para comprovar a homocedasticidade da
variancia dos residuos. Esse teste permite verificar se a variancia dos erros €
constante ao longo da faixa de trabalho. O valor obtido de t., 0,3142, € menor do que
tin1+n2-2), 2,1199, para o nivel de confianca de 95%, indicando a homocedasticidade
das respostas observadas e, em consequéncia, a aplicabilidade de ajuste dos dados
pelo método dos minimos quadrados ordinarios.

4.5.2. Limite de deteccao e quantificacao

O limite de quantificagdo para a amostra “A” foi de 10 ng g', tendo sido
estabelecido através do método instrumental razao sinal/ruido de 10:1. O LOD para
essa amostra foi estimado como sendo de 3 ng g'. Para todas as amostras esses
limites tiveram que ser avaliados de forma independente, conforme ja discutido

anteriormente.
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4.5.3. Precisao

A precisdo do método foi avaliada pela analise da amostra “A” fortificada
no nivel do LOQ, 10 ng g' e expressa pela estimativa do desvio padrao relativo. A
precisao intra-dia (realizada no mesmo dia, no mesmo equipamento e pelo mesmo
analista) foi realizada em triplicata (n=3) e a preciséo inter-dia (dias diferentes, no
mesmo equipamento e mesmo analista) foi realizada em trés dias alternados em
triplicata (n=9).

Para o ensaio de repetitividade o coeficiente de variagdo (CV)
intralaboratorial foi calculado usando a equagao de Horwitz. Para uma concentragéo
de 10 ng g', a equacgdo de Horwitz preconiza um CV aceitavel de 32%. Esse valor
pressupde que as analises sejam realizadas em laboratérios diferentes. Sendo assim,
como as analises foram realizadas no mesmo laboratério usou-se como critério de
aceitacao 2/3 do valor calculado pela equagéao de Horwitz. Esse valor representa um
CV aceitavel de 21,3%, o0 que € apropriado ao objetivo deste trabalho.

A Tabela 25 apresenta os valores para os ensaios de precisao.

Tabela 24: Valores do ensaio de precisao realizado com a amostra “A”, fortificada no nivel de
10ngg™.

) Resposta
Replicata (Area da NDELA/Area do surrogate)

Dia 1 Dia 2 Dia 3

1 0,080 0,11 0,10

2 0,11 0,090 0,12

3 0,080 0,12 0,11

Média 0,090 0,11 0,11
s (desvio padrao) 0,017 0,015 0,010
CV (%) 19,2 14,3 9,09

CV (%) inter-dia 15,3

O método possui precisdo adequada aos objetivos que se propde, pois
todos os CV (RSD) encontrados sdo menores que 21,3%, conforme mostra a Tabela
25. A precisao intra-dia ficou na faixa de 9,09 a 19,2 % e a preciséo inter-dia foi de
15,3 % (n=9).

4.5.4. Exatidao
A exatidao foi expressa pelo valor percentual da recuperacao do analito de
concentragao conhecida adicionada a amostra “A” fortificada no nivel do LOQ, 10 ng



Capitulo 4: Resultados e Discussdes 117

g'. As andlises foram feitas em triplicata (n=3) e os analitos foram quantificados
através da equacao da curva analitica no solvente, usando padronizagao interna com
surrogate.

O valor médio da exatidao, calculado em termos de recuperacao, para a
amostra “A” fortificada com 10 ng g™ foi de 114% (estimativa do desvio padrao relativo
de 18,3 %), sendo este um valor aceitavel para 0 método proposto, considerando a
complexidade da matriz e o nivel de fortificagéo.

Com base nos resultados da validacdo, o método desenvolvido foi
considerado adequado para a amostra validada e para o nivel de quantificacédo (ng g
1). E importante salientar, que devido a diferenca entre a composicédo das matrizes,
seria necessario que cada amostra fosse avaliada, individualmente, considerando o

limite de quantificagado de cada uma.

4.6. Analise das amostras

Para a analise das amostras foi utilizado o procedimento descrito no item
3.9.5. A quantificacao foi realizada por padronizacéo interna (uso de surrogate) com a
curva no solvente. Ainda foi construida uma curva analitica pela fortificacdo da
amostra “E”, na qual ndo foi detectada a presenca de NDELA, para fins de
comparacao, em especial do efeito matriz. As duas curvas com os respectivos graficos
de residuos sao apresentadas nas Figuras 26 e 27. A curva construida na matriz da
amostra, expressa em ng g, seria o correspondente a curva no solvente, apds o
preparo de amostra, considerando uma diluicido de 10 vezes. E possivel verificar que
as duas curvas apresentam coeficientes angulares concordantes e corroboram que a
quantificacdo pode ser realizada pela curva no solvente. Esse procedimento foi
considerado mais adequado, considerando que a matriz da amostra varia de
fabricante para fabricante e a amostra A nao poderia ser considerada representativa
de todas as demais.

Para verificar se os coeficientes angulares sao estatisticamente iguais, foi
aplicado o teste t pareado. Primeiramente, foi feito o teste F para verificar se existe ou
nao diferenca significativa entre as variancias das duas inclinagées, utilizando a

Equacao 10.
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%)

2
s
Fb,calc = % (Eq. 10)

Onde: s, e sZ, sdo as variancias das inclinagbes das curvas na matriz e no solvente
com a maior variancia no numerador.

Como o Fecalculado (0,91) foi menor do que o F(0,05;10,5) critico (4,74) conclui-
se que nao existe diferenca significativa entre as varidncias das duas curvas
analiticas. Em seguida foi aplicado, no conjunto de dados, o teste t pareado para
comparacao dos coeficientes angulares das curvas analiticas no solvente e na matriz.
Como hipétese nula foi formulada que os coeficientes angulares das duas curvas sao
iguais ao nivel de significancia de 0,05 e como hipdtese alternativa que as duas
inclinagcdes sao diferentes.

Como o valor de t calculado (0,298) foi menor do que o t(,05; 15) critico,
conclui-se que a hipdétese nula pode ser aceita, ou seja, ndo existe diferenca

significativa entre a inclinacdo das duas curvas analiticas.
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Figura 25: Curva analitica no solvente (0,5 a 10 ng mL™') e na matriz “E” (5 a 100 ng g™').
Padréo interno (surrogate) em 10 ng mL™" na curva no solvente e 100 ng g™ na curva na matriz.
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Figura 26: Gréfico de residuos para a curva no solvente e na matriz branca.

A Tabela 26 mostra as concentragdes de NDELA determinados nas quatro
amostras analisadas, utilizando o método desenvolvido. Todas as analises foram
realizadas em triplicata (n=3). A exatiddo foi avaliada pelo teste de recuperagéo,
fortificando as amostras com NDELA anterior ao preparo de amostras.

Tabela 25: Resultado das analises de shampoo. Concentracdo média (n=3) de NDELA com
as respectivas estimativas dos desvios padrao relativos (RSD) e valores de exatiddao, com

RSD, apés fortificacdo das amostras.
Teor de NDELA nas i
amostras Exatidao

Concentracido média | RSD | Recuperacao | RSD

Amostra |~ NDELA (ng g) | (%) (%) (%)

A < LOD - 1142 18,3

C 54 6,9 104° 4,2

E < LOD - 1462 17,0

K < LOQ - 155P 19,4

LOD: 3 ng g'; LOQ: 10 ng g'; a: nivel de fortificacdo de 10 ng g e b: nivel de
fortificagcdo de 15 ng g™'.
Os cromatogramas de todas as amostras analisadas estao no Anexo V.

Uma amostra apresentou NDELA em sua composi¢ao num nivel acima de
50 ng g, que é o valor maximo do contaminante permitido em matérias-primas
utilizadas na fabricacao de shampoo. As amostras A e E apresentaram valores abaixo
do limite de detecgdo do método e a amostra K abaixo do limite de quantificagao do
metodo.

Em resumo, das amostras analisadas, apenas uma, a amostra C, tem uma
concentracdo de NDELA em um nivel de preocupag¢do. De modo geral, os valores
estdo abaixo dos reportados na literatura quando utilizado a técnica LC-MS/MS:
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minimo de 20 ng g'' e méaximo de 945 ng g' (SCHOTHORST & SOMERS, 2005; JOO
et al., 2015).

Conforme explicado no item 4.3.4 os analitos apolares que mostraram
recuperacao com o preparo de amostras desenvolvido foi a NMOR e a NPIP. Os
eluatos 3 das amostras foram injetados no sistema para analise. A Tabela 23 mostra
a resposta em area do pico para cada um dos dois analitos.

Tabela 26: Area dos picos da NMOR e da NPIP para as amostras analisadas.

Amostra | NMOR NPIP
A nd 5905
C nd 36464
E nd 5266
K nd na

na: ndo analisado, nd: ndo detectado

O eluato 3 da amostra K nao foi injetado, pois a solugao final apresentou
formacao de espuma.

Os analitos apolares nao foram quantificados devido a auséncia de matriz
branca representativa e por nao ter sido utilizado o surrogate da NMOR e da NPIP.
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As amostras de shampoo para bebé disponiveis no mercado sao, de modo
geral, diferentes quanto a sua formulacao, especialmente com relagdo a quantidade
de tensoativos. Das doze amostras adquiridas no comércio, oito possuem
etanolaminas que podem ser nitrosadas e levar a formacao de N-nitrosaminas. Uma
das amostras possui em sua composi¢do, além da cocoamida dietanolamina, a
dimetilol-dimetil (DMDM) hidantoina, substancia conhecida por liberar formaldeido
que € um catalisador da reacao de nitrosacao.

A presenga de tensoativos em altas concentragées no shampoo e a baixa
concentragdo de N-nitrosaminas (ng g'') é um fator importante a ser considerado no
preparo de amostras. Dos procedimentos avaliados: extracdo em fase sélida (SPE)
em fase C18 e Oasis HLB, QUEChERSs e dispersado da matriz em fase sélida (MSPD),
a extracdo em fase sélida (C18) foi a mais promissora quanto a eliminacao dos
tensoativos e outros concomitantes que afetam o sinal analitico.

Cabe destacar que a matriz do shampoo varia de fabricante para fabricante
0 que limita o estabelecimento de um procedimento Unico de preparo de amostras.
Procedimentos reportados na literatura para shampoos comercializados em outros
paises nao levaram a resultados satisfatérios com amostras nacionais. Foi verificado
que a quantidade do sorbente C18 € um fator limitante no procedimento de preparo
de amostras empregando a extracao em fase sélida. Para uma amostra de 1 g de
shampoo se faz necessario o emprego de no minimo 1,5 g de sorbente.

Procedimentos Unicos de preparo de amostras para as mais diversas
matrizes cosméticas (ex. espuma para banho, sabonete liquido, limpador facial,
mascara, shampoo e produtos para cuidados com a pele) foram encontrados na
literatura. Entretanto, nesse trabalho foi possivel concluir que as amostras de
shampoo nao possuem 0 mesmo comportamento no preparo de amostra
desenvolvido, mesmo sendo constituidas majoritariamente por surfactantes, como o
lauril éter sulfato de sodio, e agua. Portanto, 0 método de preparo de amostra deve
ser avaliado para cada amostra de shampoo de forma independente e um preparo
unico, conforme reportado na literatura de forma frequente, ndo € recomendavel.

Outro fator a ser considerado é a polaridade da NDELA, que tem baixa
afinidade pela fase C18. Assim, o procedimento de preparo de amostra usando SPE
com sorbente C18 tem a finalidade de reter os tensoativos e outros concomitantes que
podem levar a um elevado efeito matriz na quantificacdo. Sendo assim, um
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procedimento adicional de concentracdo do analito é imprescindivel, que nesse
trabalho foi possivel pelo uso do SPE on-line ao UHPLC-MS/MS, usando a coluna
Oasis HLB como fase sorbente.

Embora o método desenvolvido usando SPE-UHPLC-MS/MS seja
adequado para a quantificacdo da NDELA e de N-nitrosaminas volateis, o preparo de
amostras desenvolvido para a NDELA se mostrou adequado apenas para a NMOR e
a NPIP. No caso das demais N-nitrosaminas, o preparo de amostra teria que ser
modificado.

Uma vez que o efeito matriz é influenciado pela matriz da amostra e ndo se
tem uma matriz branca que represente todas as amostras de shampoo, é
indispensavel o uso do surrogate como padrao interno (NDELA-ds). Embora o
surrogate permita a quantificacdo da NDELA pela curva no solvente o LOQ pode variar
de amostra para amostra e isso precisa ser levado em consideragcado na analise de
amostras.

O planejamento experimental utilizado para otimizagdo das condi¢des de
carregamento se mostrou uma ferramenta adequada para alcancar a maior retencao
do analito NDELA na coluna Oasis HLB. Os fatores que mostraram maior influéncia
no sistema foi a % de 4gua no solvente de carregamento e o tempo de carregamento.
O uso de uma quantidade maior de metanol no solvente de carregamento ocasionou
a perda do analito, devido a pouco afinidade da NDELA com o sorbente da coluna
SPE. Essa pouca afinidade permitiu, ainda, um tempo de carregamento curto,
viabilizando o carregamento da amostra no cartucho, porém prejudicando uma
limpeza mais eficiente dos interferentes. As respostas obtidas pelo equipamento no
conjunto de experimentos realizados variaram entre 0 e 72561, o que mostrou que
pequenas variacbes nos fatores avaliados ocasionava uma variacdo grande na
resposta instrumental, evidenciando a importancia da otimizagéo.

Das dez amostras analisadas, uma apresentou concentragéo de 54 ng g,
valor superior ao limite permitido para o contaminante na matéria-prima. Outras duas
apresentaram NDELA abaixo do limite de detecgdo (3 ng g') e outra abaixo do limite
de quantificagéo (10 ng g™'). Todas as amostras contaminadas com NDELA possuem
em sua composicao a cocamida dietanolamina.

Embora nao exista na legislacdo um valor maximo tolerado de NDELA no
shampoo, a legislagédo estabelece o teor maximo de 50 ng g de N-nitrosaminas na
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matéria prima utilizada na fabricag&o do produto. Os resultados obtidos neste trabalho
reforcam a necessidade de que agéncias regulatérias estabelegcam um limite maximo
tolerado para N-nitrosaminas em produtos acabados. Além disso, deve-se considerar
a importancia de manter os métodos para a determinacdo de N-nitrosaminas em

matrizes cosméticas atualizados, de modo a auxiliar o estudo de risco dos produtos.
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Anexo | — Proposta para Fragmentacao das N-nitrosaminas
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NPIP:
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NPYR:
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Anexo Il - Cromatogramas do estudo da fase movel e aditivos
1) Cromatograma dos analitos usando formiato de amonio 10 mmol L' e metanol como fase organica.

Formiato de ambnio 10 mmol, vazdo BB de 0.3 mL min-1 & MEM of 2 Channels ESs
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Figura 27: Cromatograma usando formiato de aménio 10 mmol L' e metanol como fase organica. Bomba quaternaria: 100% de agua, 1,0 mL
min~' de vazao, 0,4 min de carregamento. Bomba quaternaria: 0,3 mL min™', gradiente de eluicdo (dgua:metanol, v/v): inicial (80:20), 0,4 min
(80:20), 1,0 min (20:80), 2,60 min (20:80), 2,70 min (80:20), 7,0 min (80:20).
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2) Cromatograma dos analitos usando acetato de amonio 10 mmol L' e metanol como fase organica.

Acetato de amdnio 10 mmol, vazéo BB de 0,3 mL min-1 & MRM of 2 Channels ES+
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Figura 28: Cromatograma usando acetato de aménio 10 mmol L' e metanol como fase orgénica. Bomba quaternaria: 100% de agua, 1,0 mL
min"' de vazao, 0,4 min de carregamento. Bomba quaternaria: 0,3 mL min™', gradiente de eluigdo (dgua:metanol, v/v): inicial (80:20), 0,4 min
(80:20), 1,0 min (20:80), 2,60 min (20:80), 2,70 min (80:20), 7,0 min (80:20).
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3) Cromatograma dos analitos usando 0,1% acido férmico como aditivo na fase aquosa e metanol:acetonitrila (80:20, v/v) na

fase organica.

FM: MeOH:ACN (80:20, viv), HFor 0,1%, vazdo BB de 0,3 mL min-1
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Figura 29: Cromatograma usando 0,1 % acido férmico como aditivo na fase aquosa e metanol:acetonitrila (80:20, v/v) na fase organica.
Bomba quaternaria: 100% de agua, 1,0 mL min™' de vazéo, 0,4 min de carregamento. Bomba quaternaria: 0,3 mL min™', gradiente de eluigao
(agua:metanol, v/v): inicial (80:20), 0,4 min (80:20), 1,0 min (20:80), 2,60 min (20:80), 2,70 min (80:20), 7,0 min (80:20).
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Anexo Ill - Composicao das amostras de shampoo para bebé analisados
Composicao Marca Composicao Marca
Acido benzéico D J
F Glicerina D
B I
A Glutamato de cocoil dissédico F
H Goma xantana F
Acido citrico C G
D D
E B
K Hexil cinamaldeido A
I H
Acido estearico J K
Acido etidrénico J C
Acido laurilico J Hidroxido de sédio J
Acido sérbico D Hidroxipropril Guar J
D Isetionato de sodio J
Alcool benzilico I Is?tiongto IaIuroiI de sédio . . . J
J H.|dr02<|propll Guar cloreto de hidroxipropil H
triamdnio
c Hidroxipropil lauril diaménio hidrolizado C
(wheat protein)
Alfa isometil ionona G B
D Lauriléter 2 K
Amil cinamaldeido A H
Aminometil propanol G Lauril glicosideo H
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. A C

Benzoato de sbédio E G
Benzofenona 4 C F
Butilfenil metilpropional H K
Caprilil glicol J B
Cetil betaina E Lauriléter sulfato de sodio A
G C

A [

Citronelol D H
K J

C G

Cloreto de hidroxipropil dimetil aménio I F
Cloreto de hidroxipropil trimetil aménio J Lauriléter sulfosuccinato dissédico K
G B

H A

. A C

Cloreto de sodio C Lauriléter-13 carboxilato de sédio D
I Lauril metil gluceth 10 I

J G

G D

F F

Cocamida dietanolamina i Linalol EI’
C A

H C
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Cocamida metanolamina

Limoneno

Coco glucosideo

Cocoamfoacetato de sédio

Cocoamfodiacetato dissodico

Cocoamidopropil betaina

Metilcloroisotiazolinona

Cocoato de sodio

Metilisotiazolinona

Cocoil glicinato de sodio

Metilparabeno Sadio

Colageno hidrolizado

Palm kernelate de sédio

Copolimero de acrilato/estireno

PEG 12 - Dimeticona

Cumarina

PEG 150 - Diestearato

Diacetato glutamato tetrasodio

Dimeticonol

MO M| TIMe— O MO oIXTm|>|

PEG 7 - Cocoato de glicerila

OImOX DT —|XNIMO|—|—|>XTIT|MO O —
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Estearato de glicol

Poliquarténio-7

Estearato de sodio

Poloxamer 124

Eter metil glicose PPG-20

DMDM Hidantoina C
G PEG -80 Laurato de sorbitan
F
E
L H
EDTA dissodico B PEG-120 Metil glucose trioleato
K
D
I PEG-90M
J Pirrolidona carboxilato de sodio
EDTA tetrasddico A Poliacrilato - 33
C
G
J
I
J

Fenoxietanol

Propileno glicol

Sulfato de benzotriazol butilfenol de sddio

Tridecil éter sulfato de sddio

Trietanolamina

Metil 2 - sulfolaurato de sdédio

2-Sulfolaurato dissodico

mm(>»| T |O—|—|>»MOgO>» O Mmcmm—|>TIOOIX 1
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Anexo IV — Cromatogramas das amostras fortificadas
1) Cromatograma de uma das réplicas da amostra “A” fortificada com 10 ng g de NDELA e 100 ng g de NDELA-ds

21_05 amostra A1_10ngg
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.

L L e e e el 1
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e 73572
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- T — R e AL AL o 011
0.25 0.50 0.75 1.00 1.25 150 175 2.00 225 250 275 3.00 325 350 375 4.00 4.25 450 475 5.00 5258 550 575 6.00 6.25 5.50 6.75

2) Cromatograma de uma das réplicas da amostra “B” fortificada com 10 ng g'' de NDELA e 100 ng g' de NDELA-ds
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3) Cromatograma de uma das réplicas da amostra “C” fortificada com 15 ng g' de NDELA e 100 ng g de NDELA-ds

15_05 amostra C_15ngg

149

135=104.08
1.179e+005

NDELA
14126

100
%
bt e — e - e - = i == i T + — ———— T — T pp——————— TN
15_05 amostra C_15ngg NDELA-d8 FOMRM of 1 channel ES+
22702 1431111
100 1.795e+005
0.86
% 0
/]
M| 310 336330
{ A I i
TSN | o
T LI B e e e B S B S o e e — T min
1.00 125 275 3.00 325 350 375 4.00 4.25 4.50 475 5.00 525 5.50 575 6.00 6.25 6.50 6.75

I e e e e o
0.25 0.50 0.75

10_07 D1_10 ppb

4) Cromatograma de uma das réplicas da amostra “D” fortificada com 10 ng g"' de NDELA e 100 ng g' de NDELA-ds
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5) Cromatograma de uma das réplicas da amostra “E” fortificada com 10 ng g' de NDELA e 100 ng g”' de NDELA-ds

10_07 E1_10 ppb MDELA F8/MRM of 2 channels ES+
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6) Cromatograma de uma das réplicas da amostra “G” fortificada com 10 ng g”' de NDELA e 100 ng g*' de NDELA-ds
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7) Cromatograma de uma das réplicas da amostra “H” fortificada com 10 ng g' de NDELA e 100 ng g"' de NDELA-ds
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8) Cromatograma de uma das réplicas da amostra “K” fortificada com 10 ng g'' de NDELA e 100 ng g de NDELA-ds
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Anexo V - Cromatogramas da leitura das amostras

1) Cromatograma de uma das réplicas da andalise da amostra A
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2) Cromatograma de uma das réplicas da analise da amostra B
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3) Cromatograma de uma das réplicas da analise da amostra C

15_05 amostra C_branco_1_inj2
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4) Cromatograma de uma das réplicas da analise da amostra D
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5) Cromatograma de uma das réplicas da analise da amostra E
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6) Cromatograma de uma das réplicas da analise da amostra G
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7) Cromatograma de uma das réplicas da analise da amostra H
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9) Cromatograma de uma das réplicas da analise da amostra K
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10) Cromatograma de uma das réplicas da andlise da amostra L
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