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RESUMO

O Brasil ocupa a segunda posigao no ranking de paises que mais consomem
esmaltes de unhas. Embora esses cosméticos ndo sejam considerados de risco para o
consumidor, tem sido relatada a presenca de N-nitrosaminas que s&o compostos de
reconhecida toxicidade. A contaminagao por N-nitrosaminas pode ser decorrente das matérias
primas utilizadas na formulagéo, produtos de degradagao ou podem ser originados por meio
de reagdes de nitrosagéo na formulagao. Os objetivos deste trabalho foram o desenvolvimento
de métodos para a determinacdo de N-nitrosodietanolamina (NDELA), N-nitrosomorfolina
(NMOR), N-nitrosodimetilamina (NDMA), N-nitrosodietilamina (NDEA), N-nitrosopirrolidina
(NPYR), N-nitrosopiperidina (NPIP), N-nitrosometiletilamina (NMEA), N-nitrosodi-n-
propilamina (NDPLA), N-nitrosodibutilamina (NDBA) em agua e NDELA, NMOR, NDMA e
NDEA em esmaltes de unhas utilizando a cromatografia liquida bidimensional acoplada a
espectrometria de massas sequencial (LC-UHPLC-MS/MS). Para o preparo de amostras de
agua foram avaliados dois procedimentos: (i) filtracio e (ii) a extragdo em fase sdlida (SPE)
off-line utilizando cartucho de carvéo de casca de coco ativado. Para as amostras de esmaltes
de unhas foram consideradas a extracdao por solvente e a SPE. A SPE permitiu a
determinagcdo das N-nitrosaminas em concentragdes menores devido ao efeito de pré-
concentracao e reducao do efeito matriz. Na separagao cromatografica, na primeira dimensao
foi empregada uma coluna Atlantis® T3 (3 um) e na segunda dimensdo uma coluna de fase
reversa Acquity UPLC® HSS T3 (1,8 um), ambas da Waters. A amostra foi carregada com
uma fase moével de agua:metanol 95:5 v/v a uma vazao de 1,25 mL min™' por 0,40 min (volume
de injecdo de 200 pL). A fase moével de eluicdo e separagdo cromatografica na segunda
dimenséao foi uma mistura de 0,01% de acido férmico em agua:metanol com gradiente de
eluicdo. A interface foi uma fonte de APCI operando no modo positivo e a quantificacdo no
MS/MS foi realizada no modo de reacgbes selecionadas. Os métodos foram validados.
Considerando os métodos com a SPE anterior a quantificagao foi possivel atingir um limite de
quantificagdo (LOQ) para as nove N-nitrosaminas na faixa de 0,10 — 1,0 ng mL™" para a matriz
agua. O método para a determinagao de NDELA, NDMA, NDEA e NMOR em esmaltes de
unhas foi linear na faixa de concentragéo de 20,0 — 80,0 ng g'. A precis3o intra- e inter-dias
foi de 1,5 — 11,1% e os LOQ de 20 ng g"'. Foram analisadas seis amostras de esmaltes de
unhas, sendo detectadas NDELA 23 — 77 ng g'; NDMA <LOQ - 100 ng g'; NMOR < LOQ. A
NDEA néo foi detectada em nenhuma das amostras analisadas. Os resultados indicam a
necessidade do controle de qualidade quanto a presenga de impurezas de N-nitrosaminas em

esmaltes de unhas.

Palavras chaves: N-nitrosaminas, agua, cosméticos, preparo de amostras, LC-UHPLC/MS-
MS



ABSTRACT

Brazil occupies the second position in the ranking of countries that consume the most
nail polishes. Nevertheless, while these cosmetics are not generally considered a risk for
consumers, the presence of N-nitrosamines has been reported, which are compounds of
recognized toxicity. Contamination by N-nitrosamines may result from the raw materials used
in the formulation and degradation products or may originate through nitrosation reactions. The
objectives of this work were to develop methods for the determination of N-
nitrosodiethanolamine (NDELA), N-nitrosomorpholine (NMOR), N-nitrosodimethylamine
(NDMA), N-nitrosodiethylamine (NDEA), N-nitrosopyrrolidine (NPYR), N- nitrosopiperidine
(NPIP), N-nitrosomethylethylamine (NMEA), N-nitrosodi-N-propylamine (NDPLA), N-
nitrosodibutylamine (NDBA) in water and NDELA, NMOR, NDMA and NDEA in nail polishes
using two-dimensional liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry (LC-
UHPLC-MS/MS). For the preparation of water samples, (i) filtration and (ii) offline solid phase
extraction (SPE), using an activated coconut shell charcoal cartridge, were considered. For
nail polish samples, solvent extraction and SPE were assessed. SPE allowed the
determination of N-nitrosamines in lower concentrations due to the pre-concentration and
reduction of the matrix effects. In the chromatographic separation, an Atlantis® T3 (3 um)
column was used in the first dimension and an Acquity UPLC® HSS T3 (1.8 um) reverse phase
column (1.8 pym) in the second dimension, both from Waters. The sample was loaded with
water:methanol 95:5 v/v mobile phase at a flow rate of 1.25 mL min-' for 0.40 min (200 pL
injection volume). The mobile phase for elution and chromatographic separation in the second
dimension was a mixture of 0.01% formic acid in water:methanol under gradient elution. The
interface was an APCI source operating in positive mode, and MS/MS quantification was
performed in selected reaction mode. The methods were validated. Considering the methods
with SPE prior to quantification, it was possible to reach a limit of quantitation (LOQ) for the
nine N-nitrosamines in the range of 0.10 — 1.0 ng mL"" for water samples. The method for the
determination of NDELA, NDMA, NDEA and NMOR in nail polish is liner in the concentration
range of 20.0 — 80.0 ng g'. The intra and inter-day precision was 1.5 — 11.1%, and the LOQ
was 20 ng g'. Six nail polish samples were analyzed, detecting NDELA at 23 — 77 ng g-';
NDMA at <LOQ - 100 ng g''; NMOR at < LOQ. NDEA was not detected in any of the analyzed
samples. The results indicate the need for quality control regarding N-nitrosamine impurities

in nail polishes.

Keywords: N-nitrosamines, water; cosmetics, sample preparation, LC-UHPLC/MS-MS
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Prefacio

presenca de N-nitrosaminas nos mais diversos produtos, entre esses alimentos, medicamentos
e cosméticos tem sido discutida por longa data. N-nitrosaminas sdo potencialmente
carcinogénicas, teratogénicas e mutagénicas e sua toxicidade para o ser humano tem sido

indiscutivel.

Atualmente a discussdo tem sido focada na presenga de impurezas da familia das N-
nitrosaminas em medicamentos, uma vez que essas foram detectadas em 2018 em varios medicamentos,
incluindo os antagonistas de receptor de angiotensina Il, conhecidas como sartanas, que sdo amplamente
empregados para tratar a pressdo arterial e no hipoglicemiante metformina indicado para o tratamento de

diabetes mellitus tipo 2.

Assim sendo, as discussdes sobre a presenca de N-nitrosaminas em produtos diversos voltou a ser foco
no meio cientifico e agéncias governamentais. Ainda existe uma caréncia de informagdes para o entendimento
das fontes de contaminagdo e técnicas vidveis para minimizar a presenca, ou seja, medidas possiveis de serem

adotadas para mitigar o risco.

O grupo de pesquisa (Laboratdrio de Bioanalitica Paracelsus) no qual foi desenvolvido essa dissertagdo
tem trabalhado com N-nitrosaminas por mais de duas décadas, focando pesquisas para as areas de alimentos e
cosméticos. No entanto, ainda ndo desenvolveu trabalhos com esmaltes de unhas e, no primeiro levantamento
bibliografico realizado, foi verificado que existe uma caréncia tanto no que concerne a métodos analiticos como
resultados de andlises da presenca de N-nitrosaminas nestas matrizes. Essa foi a motivagdo para o

desenvolvimento desta dissertacdo e a pesquisa contou com o apoio financeiro da FAPESP (2021/03239-0).
A presente dissertacdo, é apresentada em seis capitulos.

No Capitulo 1 é apresentada uma revisdo bibliografica sobre o assunto, no Capitulo 2 os objetivos da
dissertagdo, no Capitulo 3 os Materiais e Métodos, no Capitulo 4 os Resultados e Discussdes e finalmente nos
Capitulos 5 e 6 as Conclusdes e Referéncias Bibliograficas, respectivamente. Ao final da dissertagdo se encontram

alguns Anexos que entendemos que sdo importantes como material suplementar.
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Capitulo 1

REVISAO
BIBLIOGRAFICA
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1.1. Esmaltes de unhas
Os esmaltes de unhas compreendem o maior e mais importante grupo de
itens cosméticos para as unhas. O uso desses cosméticos é de longa data. Ha relatos

de mumias egipcias encontradas com as unhas douradas.

De acordo com o Servico Brasileiro de Apoio as Micro e Pequenas
Empresas (SEBRAE), o Brasil € o segundo pais que mais consome esmaltes no
mundo, perdendo apenas para os Estados Unidos (SERVICO BRASILEIRO DE
APOIO AS MICRO E PEQUENAS EMPRESAS, 2019).

A industria de cosméticos tem passado por um desenvolvimento para
diversificar e apresentar opgcdes de esmaltes de unhas para seus consumidores. Os
esmaltes de unhas sido encontrados em diferentes coloracdes e formulagdes: base,
cintilante, cremoso, esmalte em gel, esmalte com glitter e, até mesmo, esmalte infantil.
Alguns desses itens de beleza também prometem cuidados para as unhas, como os

esmaltes fortalecedores indicados para unhas fracas.

O esmalte é formado essencialmente por base de laca com propriedades
de suspensao e um sistema de coloragdo. Dentre os demais componentes que
constituem os esmaltes de unhas temos os formadores de filme, resinas,
plastificantes, solventes, diluentes, corantes, pigmentos perolados e agentes de
suspensao (WILKINSON; MOORE, 1982).

A nitrocelulose é usada como formador de filme nos esmaltes, sendo um
dos principais componentes da formulacdo dos esmaltes de unhas. Sua producgao se
da através da reacdo de nitracdo da celulose em meio aquoso de acidos nitrico e
sulfurico. A formagao da nitrocelulose ocorre quando o acido nitrico reage de forma
parcial com as hidroxilas primarias (-CH20H) e com as secundarias (-OH) presentes
na celulose. Posteriormente a nitrocelulose passa por uma lavagem com agua para
remogao do acido residual. Os filmes produzidos pela nitrocelulose s&o a prova d’agua
e resistentes a abras&o (NITRO QUIMICA, 2012; WILKINSON; MOORE, 1982).

As resinas s&o empregadas para promover a adesdo dos esmaltes,
fornecer brilho e aumentar a dureza dos filmes. A resina de arilsulfonamida-
formaldeido é uma das mais utilizadas. Em relagdo aos plastificantes, eles possuem
a funcdo de garantir que o filme permaneg¢a nas unhas apds a evaporagado dos

solventes, pois o ponto de ebulicdo dos plastificantes € alto, garantindo a adesao no
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filme, além de torna-los maleaveis. Os ésteres de alta massa molecular sdo
empregados como plastificantes (WILKINSON; MOORE, 1982).

Os solventes sdao empregados para garantir a fluidez e aplicabilidade dos
esmaltes nas unhas. Os solventes apresentam papel primordial na secagem do filme
nas unhas. Os mais utilizados sé&o os ésteres (acetato de etila e acetato de butila),
aromaticos (tolueno e xileno), alcoois (alcool etilico e alcool butilico) ou silicones. O
critério de escolha esta relacionado com a inocuidade da substéncia (REIGER, 2000).

Em 1930, Charles Revlon revolucionou a industria de esmaltes de unhas
ao substituir corantes da formulagédo por pigmentos. Os corantes eram absorvidos
pelas unhas e mantinham o esmalte translucido, 0 mesmo n&o acontece com o0s
pigmentos. Os pigmentos séo classificados em trés tipos na industria cosméticas:
pigmentos minerais (ou inorganicos), pigmentos organicos e pigmentos nacarados. E
comum os pigmentos sedimentarem nos esmaltes, pois eles s&o insoluveis no meio.
Propriedades de suspensao séo obtidas criando um sistema tixotropico através de um
aditivo reoldgico, conhecido como bentone, promovendo a interagdo dos pigmentos
com o meio (REIGER, 2000).

1.2. N-nitrosaminas em esmaltes de unhas

O Departamento de Saude da cidade de Basiléia (Suiga) reportou a
presenga de quatro N-nitrosaminas em esmaltes de wunhas infantil: N-
nitrosodietanolamina (NDELA), N-nitrosodimetilamina (NDMA), N-nitrosomorfolina
(NMOR) e N-nitrosodietilamina (NDEA). Existe uma grande discuss&o sobre as
possiveis fontes de contaminacdo de esmaltes por N-nitrosaminas. Em 2016, foi
reportado um trabalho que teve como objetivo avaliar a presencga de N-nitrosaminas
em amostras de esmaltes de unhas. Foram analisadas 104 amostras. Os resultados
obtidos estdo apresentados na Tabela 1. Concentragdes superiores a 50 ug kg' de
N-nitrosaminas foram determinadas em 50 amostras dos esmaltes analisados e a
maior concentragédo determinada foi de NDELA (6010 ug kg') (HAURI, 2016).
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Tabela 1: Concentragcdes de N-nitrosaminas em esmaltes de unhas (HAURI, 2016).

NDELA | NDMA | NMOR | NDEA | Total
Ndmero de amostras > LOD (5 - 10 ug kg™') 49 51 48 18 62
Ndmero de amostras > 20 ug kg™ 33 46 36 8 61
Ndmero de amostras > 50 ug kg™ 17 29 7 8 50
Valor maximo (ug kg™') 6010 497 255 266 6507
Valor minimo (ug kg™') 7 10 8 8 20

1.3. Legislacédo para cosméticos

No decorrer da evolugéao cientifica e tecnolégica dos cosméticos notou-se
a necessidade regulamentar esses produtos, visando garantir a qualidade e
seguranga para seus consumidores. No Brasil a regulamentagdo dos cosméticos é
realizada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) por meio de critérios

previstos em lei.

Segundo a Resolugédo da Diretoria Colegiada — RDC n° 07 de 2015, os

produtos de higiene pessoal, perfumaria e cosméticos (HPPC) sao definidos como:

“preparacgdes constituidas por substancias naturais ou sintéticas,
de uso externo nas diversas partes do corpo humano, pele,
sistema capilar, unhas, labios, 6rgdos genitais externos, dentes
e membranas, mucosas da cavidade oral, com o objetivo
exclusivo ou principal de limpa-los, perfuma-los, alterar sua
aparéncia e ou corrigir odores corporais e ou protegé-los ou
manté-los em bom estado” (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2015).

Os produtos HPPC sao classificados em dois diferentes tipos, Produtos
Grau 1 e Produtos Grau 2. Os Produtos Grau 1 possuem propriedades basicas ou
elementares, sendo isentos de registro devido ao baixo risco a saude dos
consumidores. No entanto, a comunicacao prévia a ANVISA antes da comercializagao
€ necessaria. Batons, condicionadores, demaquilantes e esmaltes de unhas séo
exemplos de Produtos Grau 1 (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA,
2015).
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Os Produtos Grau 2 necessitam de comprovagdo da seguranga e/ou
eficacia, assim como modos e restricbes de uso, portanto precisam ser registrados
junto a ANVISA antes da comercializagdo. Protetores solar, produtos para alisar e/ou
tingir os cabelos, produtos infantis (e.g., esmaltes de unhas infantil) fazem parte do
Grupo 2 (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2015).

Anteriormente a comercializagdo, os produtos registrados na ANVISA
necessitam passar por avaliagdes, cujos ensaios devem ser realizados pelos
fabricantes do produto, para garantir seguranga a saude do consumidor. No entanto,
diferentes matérias primas sao utilizadas na fabricacdo dos cosméticos, tornando-se
inevitavel em alguns casos, a presenca de impurezas no produto acabado. A
nitrosacao de componentes da matéria prima ou a presenca de aminas nitrosaveis no
produto cosmético pode levar a formagdo das N-nitrosaminas, considerados

contaminantes de preocupacao.

A RDC n° 83 de 2016 dispde uma lista de substancias que nao podem ser
utilizadas em produtos de higiene pessoal, perfumaria e cosméticos. As seguintes N-
nitrosaminas se encontram nessa lista: a N-nitrosopirrolidina (NPYR), N-
nitrosopiperidina (NPIP), N-nitrosometiletilamina (NMEA), NMOR, N-nitrosodi-n-
propilamina (NDPLA), N-nitrosodibutilamina (NDBA), NDEA, NDELA e NDMA
(AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2016). Em relagéo as matérias
primas, a ANVISA preconiza que o nitrito de sddio ndo deve ser utilizado em
formulagdes que contenham aminas (secundarias ou terciarias) ou outras substancias
passiveis da formacao de N-nitrosaminas. As monoalquilaminas, monoalcanolaminas
e seus sais; dialquilamidas e dialcanolamidas de acidos graxos e as trialquilaminas,
trialcanolaminas e seus sais ndo devem ser utilizadas em sistemas nitrosantes e a
concentragdo maxima definida de N-nitrosaminas nessas matérias primas € de 50 ug
kg'. Também é recomendado conservar/embalar essas matérias primas em
embalagens livres de nitritos (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA,
2012).

Com excegédo dos esmaltes infantis, os demais esmaltes de unhas sao
isentos de registro na ANVISA. Os esmaltes ndo possuem a capacidade de alterar a
aparéncia das unhas de forma definitiva, eles atuam como uma maquiagem e apesar
de serem considerados seguros, ainda assim podem conter contaminantes (e.g., N-

nitrosaminas) que precisam ser monitorados para garantir a seguranga do
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consumidor. Um dos objetivos desse trabalho foi realizar um levantamento das
formulagdes presentes no mercado e avaliar a presenca de N-nitrosaminas em
esmaltes de unhas, uma vez que a presenca desses compostos € proibida em
produtos cosméticos devido a sua toxicidade.

1.4. As N-nitrosaminas

As N-nitrosaminas compreendem um grande grupo de compostos N-
nitrosos considerados potentes carcindogenos, podendo ser formados em diversos
produtos como medicamentos, alimentos, bebidas, amostras bioldgicas (tecidos,
sangue, saliva), amostras ambientais (ar, solo, efluentes, agua), cosméticos e outros
(RATH; CANAES, 2009).

Recentemente, no ano de 2018 as N-nitrosaminas ganharam destaque na
industria farmacéutica a nivel mundial apds serem detectadas como impurezas em
diversos medicamentos. Os medicamentos afetados foram os antagonistas de
receptor de angiotensina |l (conhecidos como “sartanas”), comumente empregados
para o tratamento de pressao arterial e a metformina, hipoglicemiante prescrito para
o tratamento de diabetes mellitus tipo 2. No Brasil, a ANVISA suspendeu a fabricagéo
de alguns medicamentos e outros foram recolhidos. Desde entdo a industria
farmacéutica tem realizado esforgos para identificar as fontes e mitigar a
contaminacao dos medicamentos (AGLIO et al., 2022).

Menos recente, e mais precisamente em 1977, a industria de cosméticos
passou por processo similar, quando tomou ciéncia da presenca de N-nitrosaminas
em cosméticos em um Encontro da Sociedade Americana de Quimicos (American
Chemical Society), quando foi reportado por Fan et al, pela primeira vez, a
contaminagao de cosméticos e produtos de higiene pessoal pela NDELA (FAN et al.,
1977). A formagéo de N-nitrosaminas em cosméticos pode ser decorrente de reagdes
de nitrosagao devido presenga de aminas como subprodutos ou impurezas nas

matérias primas presentes na formulagao.

1.4.1. Propriedades quimicas e fisico-quimicas

As N-nitrosaminas sdo compostos caracterizados pela presenca de um
grupo N-nitroso (N-N=0), conforme ilustrado na Figura 1.
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Figura 1: Estrutura quimica de uma N-nitrosamina.

As propriedades fisico-quimicas das N-nitrosaminas sao dependentes do
radical ligado ao atomo de nitrogénio e da cadeia (alifatica ou aromatica) que esta
ligada a esse grupo, podendo inferir na volatilidade, polaridade e estabilidade destes
compostos (NASCIMENTO, 2003). As propriedades fisico-quimicas das N-
nitrosaminas avaliadas neste trabalho estdo apresentadas na Tabela 2.

Em temperatura ambiente, as N-nitrosaminas encontram-se na coloracao
amarela ou laranja-amarelo em fase liquida, sdlida ou gasosa (RATH; CANAES, 2009;
SCANLAN, 1975). As N-nitrosaminas absorvem radiag&do na regido do ultravioleta em
230 a 240 nm e em 330 a 350 nm. Quando adicionadas em solventes organicos ocorre
um deslocamento (aproximadamente 20 nm) no comprimento de onda de maxima
absorcao (MIRVISH, 1975). Em relag&o a solubilidade, as N-nitrosaminas apresentam
solubilidade parcial em agua, variando de acordo com a sua massa molar. Em relag&o
a solventes organicos, a solubilidade é maior nestes quando comparado com a agua
(CROSBY; SAWYER, 1976).

No ano de 1967 um grupo de pesquisadores classificou as N-
nitrosaminas em volateis e ndo volateis (TELLING, 1982). Essa classificagdo é
utilizada até os dias atuais, principalmente para escolha da técnica de analise desses
compostos, enquanto os volateis sao preferencialmente determinados por

cromatografia a gas, os n&o volateis sdo determinados por cromatografia liquida.

Quando uma N-nitrosamina é formada, sua decomposicdo nao é
favorecida, pois esses compostos apresentam elevada estabilidade tanto em meio
neutro, quanto em meio fortemente basico (na auséncia de luz). No entanto, a
exposi¢cao a luz ultravioleta pode favorecer a decomposi¢cao das N-nitrosaminas,
dando origem a produtos de decomposi¢cao que variam de acordo com o comprimento
de onda aplicado. Na decomposi¢cdo podem ser formados amidas e acido nitroso ou
aldeidos, nitrogénio e 6xido nitroso (IKEDA; MIGLIORESE G, 1990).
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Outro processo de decomposicdo das N-nitrosaminas € a desnitrosacao
em meio acido. Esse processo apesar de ser originalmente lento, pode ser acelerado
com o uso de nucleofilos como cloreto, brometo iodeto ou tiocianato. O acido
bromidrico em acido acético glacial, também é uma opg¢éo para a decomposigao.

Tabela 2: Propriedades fisico-quimicas das N-nitrosaminas avaliadas neste trabalho.

Presséao
o CAS Férmula Estrutura Massa de Log
Nome - Sinénimo Molecular Quimica Molar  vapor, P
(Abreviagao) (gmol mm de
Nome IUPAC em inglés 1) Hg (T)
N-nitrosodimetilamina 62-75- C2HsN20 74,08 2,7 -
(NDMA) 9 | . 0,57
N, N-dimethyInitrous amide /N“xmﬂo (20°C)
N-nitrosodietilamina 55-18- = CsH1oN20 102,14 0,86 0,48
(NDEA) 5 ﬁ .
N,N-diethylnitrous amide O (20 °C)
N- nitrosometiletilamina 10595-  C3HsN20 88,11 1,1 0,04
(NMEA) 95-6 | .
N-ethyl-N-methylnitrous S (20°C)
amide

N-Nitrosodi-n-propilamina 621- CsH14N20 130,19 0,39 1,36

(NDPA) 64-7 1 .
N,N-dipropylnitrous amide e P s (25°C)
N-nitrosodibutilamina 924- CsH1sN20 o 158,24 0,05 2,63
(NDBA) 16-3 i 3
N, N-dibutylnitrous amide Mo gl S S (25°C)
N-nitrosodietanolamina 1116-  CsH1oN203 134,13 0,0005 -
(NDELA) 54-7 D\\T . 1,28
N,N-bis(2- NN (20 °C)
hydroxyethyl)nitrous amide
N-nitrosomorfolina 59-89- = C4HsN20:2 55 116,12 0,036 -
(NMOR) 2 \ 044
4-nitrosomorpholine k/m\ =0 (20°C)
N
N-nitrosopirrolidina 930- C4HsN20 100,12 0,06 -
(NPYR) 55-2 O (20 °C) 0,19
1-nitrosopyrrolidine N\N%D
N-nitrosopiperidina 100- CsH10N20 114,15 0,092 0,36
(NPIP) 75-4 .
1-nitrosopiperidine N #° (20 °C)

Fonte: Pubchem, 2021.
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1.4.2. Formagao e inibicao de N-nitrosaminas

As N-nitrosaminas s&o compostos N-nitrosos formados majoritariamente a
partir da reacdo de uma amina secundaria com um agente nitrosante (e.g., nitrito). No
entanto, aminas primarias e terciarias também podem ser nitrosadas (RATH;
CANAES, 2009).

As reacdes de 1 a 3 descrevem as reagdes de nitrosacdo de aminas

secundarias com ion nitrito como agente nitrosante:

NO2 + H" — HNO2 (1)
2 HNO2 — N203 + H20 (2)
R2NH + N203 — R2N-NO + HNO:2 (3)

O agente nitrosante (N20s, anidrido nitroso) formado a partir do nitrito reage
com a amina secundaria formando a N-nitrosamina. A reagéo € de segunda ordem,
em relagao ao acido nitroso. O pH do meio é um fator preponderante para que ocorra
a reacao de nitrosacao, sendo essa favorecida quando a amina se encontra em sua
forma nao protonada (meio basico) e quando o nitrito & levado para anidrido nitroso,
reacao favorecida em meio acido. Para as aminas que possuem pKa > 5 o pH 6timo
de nitrosagcdo em meio aquoso é préximo do pKa do acido nitroso, na faixa de 3,0 a
3,4 (MIRVISH, 1975; RATH; CANAES, 2009).

A formacido de N-nitrosaminas a partir de aminas terciarias depende de
uma clivagem nitrosativa para gerar uma amina secundaria, tornando a reagdo mais
lenta. A trietanolamina passa por esse processo, apos a clivagem nitrosativa € gerada
a dietanolamina e posteriormente é formada a N-nitrosamina, as reagdes 4 a 7 ilustram
o mecanismo (IKEDA; MIGLIORESE G, 1990).

R2NCH2R™ + N203 — R2NNOCH2R "™ + NO2- 4)
R2NNOCH2R”™ + NO2- — R2N = CHR™ + N20O + H20 (5)
R2oN = CHR™ + H20 — R2NH + R"CHO (6)

R2NH + N203 — R2NNO + HNO2 (7)
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O organismo humano também pode sintetizar N-nitrosaminas de forma
enddégena. A nitrosacao in vivo pode acontecer devido a presenga de aminas e
nitratos/nitritos ingeridos através de alimentos ou medicamentos. Ainda, macréfagos
ativados conseguem realizar a sintese de nitritos, nitratos e agentes nitrosantes,
contribuindo com a formacgao de compostos N-nitrosos. Cepas bacterianas isoladas
de infecgbes humanas também conseguem sintetizar esses compostos de forma
enzimatica utilizando os precursores amino. Devido a tais mecanismos, € possivel que
a nitrosagao enddgena acontega em diversos locais do corpo, como nos pulmdes,
trato urinario, cavidade oral, estdmago e em outros érgédos em que possa ocorrer uma
inflamacéao ou infeccdo (BARTSCH; OHSHIMA; PIGNATELLI, 1988).

Alguns reagentes conseguem inibir a formacdo de N-nitrosaminas,
reduzindo ou até mesmo evitando a formagao delas, esses reagentes destroem ou
reduzem os agentes nitrosantes a espécies nao reativas. Tais inibidores competem
pela amina que esta servindo de substrato para o agente nitrosante. A principal
caracteristica dos inibidores da formacédo de compostos N-nitrosos € a capacidade de
reduzir o grupo nitroso a espécies como NO, N2 ou N20 (ndo possuem atividade
nitrosante) ou também podem ligar-se de forma irreversivel no grupo NO*. Na
presencga de oxigénio pode haver a restauracéo da atividade nitrosante do NO através
da oxidacdo a NO2. Se houver a reacdo do NO2 com NO sera formado o N20s3
(BARTSCH; OHSHIMA; PIGNATELLI, 1988).

O a-tocoferol, sulfamato de aménio, acido tanico, acido ascérbico e acido
sulfamico s&o alguns dos inibidores de N-nitrosaminas conhecidos e utilizados em
cosméticos (IKEDA; MIGLIORESE G, 1990).

1.4.3. Aspectos toxicolégicos

Embora as N-nitrosaminas tenham sido descobertas em 1863, somente a
partir do ano de 1954 que a toxicologia desses compostos comegou a ser estudada,
quando os cientistas britanicos Barnes e Magee reportarem pela primeira vez sobre
as N-nitrosaminas, associando a NDMA como causa de danos hepaticos graves
seguido de morte em ratos, coelhos, cachorros e porquinhos da india que receberam
doses de 20 a 40 mg kg™' de NDMA (BARNES; MAGEE, 1954; TELLING, 1982).
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Em 1956, os mesmos cientistas reportaram sobre a indugéo de tumores em
ratos que receberam 50 mg kg~ de NDMA em suas dietas em um periodo menor que
um ano (MAGEE; BARNES, 1956). Desde entdo foram evidenciados efeitos
carcinogénicos em mais de 40 espécies de animais, incluindo primatas (TRICKER;
PREUSSMANN, 1991).

O metabolismo das N-nitrosaminas tem sido estudado in vitro e a partir de
células de cultura de diversos tecidos extra hepaticos (origem humana). NDEA e
NDMA apresentaram ativacdo metabdlica para todos os tipos de tecidos que foram
expostos (BARTSCH; MONTESANO, 1984).

Para as N-nitrosaminas conseguirem realizar sua agao carcinogénica, elas
necessitam de uma ativagao metabdlica. Essa ativacio ocorre através da hidroxilacéo
do carbono a do grupo alquila e é catalisada pela mono-oxigenase de fungao mista do
citocromo Paso (geralmente CYP2E1 com sua isoforma CYP2AG6), onde ha a formacao
de um aldeido ou cetona que € eliminado restando uma amina primaria instavel que
tautomeriza a um alquildiazoidroxido. O ion diazénio pode ser formado a partir do
azoidroxido e esse ion pode atuar como um agente alquilante nos sitios nucleofilicos
do RNA, DNA e proteinas. Essa alquilagdo no material genético € mecanismo
fundamental para o iniciar o desenvolvimento do cancer (DOUGLASS et al., 1978;
RATH; CANAES, 2009; TRICKER; PREUSSMANN, 1991).

De acordo com classificagdo de agentes carcinogénicos da Agéncia
Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC), as N-nitrosaminas sao
pertencentes ao Grupo 2A, substancias que demonstraram evidéncia limitada do
efeito carcinogénico em humanos e evidéncia suficiente de carcinogenicidade em
animais de experimentagdo. Alguns compostos pertencem ao grupo 2B, substancias
que demonstraram evidéncia de efeito carcinogénico em determinadas espécies de
animais. Em relacdo aos seres humanos, ndo ha evidéncias diretas que associem a
incidéncia de cancer com a exposig¢ao a N-nitrosaminas, no entanto pressupde-se que
os humanos apresentem sensibilidade a agao toxica desses compostos. Dessa forma,
€ estabelecido pela IARC que as N-nitrosaminas devem ser consideradas agentes
carcinogénicos para os seres humanos (INTERNATIONAL AGENCY OF RESEARCH
ON CANCER, 1978). A atividade carcinogénica das N-nitrosaminas foi evidenciada

em cerca de 90% dos mais de 300 compostos N-nitrosos avaliados. Além de
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carcinogénicas, as N-nitrosaminas também apresentaram acbdes mutagénicas e
teratogénicas em animais de laboratério (PREUSSMANN, 1984).

Em 1967 estudos evidenciaram a indugao de tumores hepaticos em ratos
alimentados com NDELA, no entanto, essa N-nitrosamina possui poténcia cerca de
duzentas vezes menor que a agao carcinogénica da NDMA (DRUCKREY et al., 1967;
FAN et al., 1977).

Um estudo realizado com ratos que receberam cinco diferentes doses de
NDELA seguido de uma avaliagao estatistica mostrou que ainda em concentragbes
baixas (1,5 mg kg™ por dia), esse composto apresenta agéo carcinogénica. Cerca de
60 a 90% de uma dose administrada da NDELA é excretada pela urina, de forma
inalterada (PREUSSMANN et al., 1982).

Testes de experimentagdo realizados em animais (ratos, camundongos,
coelhos, macacos, sapos, porcos, aves, caes, hamsters, peixes) que receberam
NDMA e NDEA, mostraram atividades cancerigenas em 6rgaos como trato digestorio,
figado e rins (INTERNATIONAL AGENCY OF RESEARCH ON CANCER, 1978).

Foram observados a formacdao de tumores (malignos e benignos) nos
vasos sanguineos, pulméao e figado foram observadas apds a administragao oral de
NMOR em ratos. Espécies de peixes, hamsters e camundongos também
apresentaram tumores apo6s a ingestdo da NMOR. Uma dose unica desse composto
€ capaz realizar a inducao de tumores (INTERNATIONAL AGENCY OF RESEARCH
ON CANCER, 1978).

De modo geral, a absorgdo das N-nitrosaminas ocorre de forma rapida
através do trato gastrointestinal e/ou através da pele, como no caso da NDELA. Apos
a absorgao, esse composto se acumula em 6rgaos como figado, bexiga dentre outros,
induzindo efeitos téxicos (FRANZ et al., 1993; MATYSKA; PESEK; YANG, 2000;
RATH; CANAES, 2009).

A inducao de tumores pode ocorrer em diferentes érgaos, dependendo de
diferentes fatores como: a estrutura da quimica da N-nitrosamina, a via de exposigao,

a dose e a espécie animal.
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1.5. N-Nitrosaminas em cosméticos

Os primeiros estudos sobre a ocorréncia de N-nitrosaminas em cosmeéticos
datam da década de 70. O interesse por esses compostos foi devido a evidéncia que
produtos que continham etanolaminas secundarias e terciarias poderiam formar
compostos N-nitrosos (SANTOS, 2018). No ano de 1977, Fan et al constataram em
seus estudos a presenca de NDELA em alguns cosméticos, logdes e shampoos, onde
a concentragdo desse contaminante variou entre 1 e 48.000 ng g-' (FAN et al., 1977).

As formulagcbes dos cosméticos podem conter uma diversidade de
compostos nitrogenados, sendo que muitos deles apresentam uma quantidade
pequena de impurezas e subprodutos da classe das aminas. Devido ao meio
favorecido, compostos N-nitrosos podem ser formados por meio de uma variedade de
reacOes de nitrosagdo. No que diz respeito ao tipo de N-nitrosaminas que sao
formadas nesses produtos, estas sdo dependentes dos precursores presentes no
meio. A dietanolamina e trietanolamina sédo os dois tipos de aminas mais comumente
utilizadas em cosméticos e elas podem resultar na formagao da N-nitrosamina mais
frequentemente detectada em produtos cosméticos: a NDELA (IKEDA; MIGLIORESE
G, 1990).

Alguns conservantes também podem atuar como agentes nitrosantes como
0 Bronopol® (2-bromo-2-nitro-1,3-propanediol) e o Bronidox® (5-bromo-5-nitro-1,3-
dioxano). Esses conservantes liberam nitrito que reagem com a dietanolamina ou
trietanolamina presente na formulagdo, formando a NDELA (CHOU, 1998;
ROSENBERG et al., 1980).

Em um ensaio em 1984 para determinagcdo de N-nitrosaminas volateis e
nao volateis, foram analisadas 145 amostras de produtos cosméticos comerciais onde
50 amostras apresentaram contaminagdo por NDMA (concentragdo maxima
encontrada de 24 ug kg'). A NMOR foi encontrada em 26 desses produtos
(concentragdo maxima de 640 ug kg') e 25 amostras apresentaram NDELA, com
concentragdes de até 1400 ug kg™' (SPIEGELHALDER; PREUSSMANN, 1984).

Diversos estudos para determinag&o de N-nitrosaminas tém sido realizados
até os dias atuais, apesar da proibigdo de agentes nitrosantes nos produtos HPPC,
esses contaminantes continuam sendo detectados em produtos cosmeéticos,

mostrando que a problematica das N-nitrosaminas ainda nao foi solucionada. Com o
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avango da ciéncia e tecnologia tém sido possivel detectar as N-nitrosaminas em
concentragbes cada vez menores, alguns desses estudos serdo mencionados a

sequir.

Um estudo realizado em 2015 em diferentes produtos cosméticos (log¢des,
cremes, sérum, tintura para labios, produtos capilares, entre outros) e matérias primas
(trietanolamina, trometamina, dietanolamina de acido graxo, lauril sulfato de
trietanolamina, entre outras) foi detectada NDELA em concentracdes de até cerca de
223 ug kg (JOO et al., 2015). No ano de 2017 foi detectada NDELA em amostras de
géis de banho e cremes, em concentragbes variando de 136 a 355 ng g7,
aproximadamente (CHISVERT et al., 2017).

Em 2018 em um estudo realizado em amostras de cosméticos como
shampoo, gel de banho, logédo corporal, creme para maos, creme para area dos olhos,
protetor solar, produtos para bebé, entre outros, foram detectadas NDELA e NDMA
em concentragbes de até 596,5 ug kg e 40,9 ug kg, respectivamente (LIM et al.,
2018)

Um estudo reportado em 2019 relatou a presenca de NDEA em
concentragoes de até 460 ug kg' e NDBA em concentragdes de até 190 ug kg' em
amostras de géis de banho e cremes para o corpo (MIRALLES et al., 2019). Em 2021
foi reportada a presenga de NDELA em amostra de shampoo de bebés na
concentragéo de 54 ng g' (TADA; RODRIGUES-SILVA; RATH, 2021).

Na literatura sdo encontrados diversos estudos sobre N-nitrosaminas em
cremes, logdes e xampus, no entanto, somente em 2012 foi reportado pela primeira
vez a presenca desses contaminantes em esmaltes de unhas. No ano de 2020 foram
reportadas a presenga de NDELA, NMOR, NDEA e NDMA em esmaltes de unhas, em
concentragbes de até 418,6 ug kg' (EUROPEAN NETWORK OF OFFICIAL
COSMETICS CONTROL LABORATORIES - OCCLS, 2020). Cabe destacar que os
esmaltes de unhas tém sido pouco explorados quanto a presenca de N-nitrosaminas
o que se reflete nos poucos trabalhos publicados em periddicos cientificos de dominio
publico. Por outro lado, sdo produtos muito acessiveis para a populagao,

principalmente pelo seu baixo valor comercial.
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1.6. Métodos analiticos para determinagao de N-nitrosaminas em cosméticos

Para fins analiticos as N-nitrosaminas s&o divididas em volateis e ndo
volateis, sendo as primeiras preferencialmente determinadas por cromatografia a gas
e as ultimas por cromatografia liquida, ambas acopladas a espectrometria de massas.
Com o aprimoramento das interfaces de ionizagao por eletronebulizagao (ESI) e a
ionizagdo quimica a pressao atmosférica (APCIl) se abriu a possibilidade da
determinacdo de N-nitrosaminas volateis e nao-volateis simultaneamente por
cromatografia liquida, o que certamente € uma grande vantagem. Em produtos
cosméticos mais especificamente, a atencado tem sido dada as N-nitrosaminas nao
volateis como a NDELA (IKEDA; MIGLIORESE G, 1990).

Cabe destacar que as N-nitrosaminas englobam uma grande variedade de
compostos de diferentes estruturas quimicas e propriedades fisico-quimicas, além de
estarem presentes, em geral, em baixas concentragées (ng g') e geralmente em
matrizes complexas variando de fabricante para fabricante, o que requer
procedimentos de preparo de amostra otimizados para cada formulagdo. No preparo
de amostras, além do procedimento de extragcdo dos analitos da matriz sdo requeridas
etapas de concentracdo e clean-up dos extratos. Os preparos de amostra mais
reportados na literatura envolvem a microextracdo em fase solida (SPME, solid phase
microextraction) (CHOI et al., 2016; DAVARANI et al., 2013), microextragao liquido-
liquido dispersiva (DLLME, dispersive liquid-liquid microextraction) (CHISVERT et al.,
2017) e a extracado em fase sdlida (SPE, solid phase extraction) (DONG et al., 2015;
JOO etal., 2015; MA et al., 2011; SANTOS, 2018; MIRALLES et al., 2019; MIRALLES;
CHISVERT; SALVADOR, 2018).

Os esmaltes de unhas possuem matriz complexa, pois diversas matérias
primas sao utilizadas nessas formulagdes. Os analitos monitorados no esmalte neste
trabalho (NDELA, NMOR, NDEA e NDMA) possuem carater mais polar, assim como
a maioria dos solventes presentes nos esmaltes, tornando a extracdo das N-
nitrosaminas um desafio. Na literatura foi encontrado apenas um estudo que realiza
uma extragao liquido-liquido assistida por ultrassom empregando como solvente uma
solugdo com agua, acido formico e metanol (EUROPEAN NETWORK OF OFFICIAL
COSMETICS CONTROL LABORATORIES - OCCLS, 2020) . No entanto, sem a
realizagcao do clean-up no preparo da amostra muitos interferentes acabam sendo
coextraidos com os analitos, podendo afetar a separacdo e a quantificacido das N-
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nitrosaminas. Outro fator a se considerar é a concentracao dos analitos em amostras

de esmaltes de unhas, que geralmente estdo na faixa de ng g™

Devido as propriedades fisico-quimicas das N-nitrosaminas encontradas
em cosméticos, a cromatografia liquida se torna a melhor opgéo para quantificagéo
desses compostos. Os analitos ndo volateis devem ser quantificados
preferencialmente pela cromatografia gasosa (IKEDA; MIGLIORESE G, 1990).
Embora o espectrémetro de massas seja o detector mais indicado, pois através dele
também é possivel confirmar a identidade do analito, outros detectores como o de
eletroquimica, ultravioleta e quimioluminescéncia também tem sido reportados
(SANTOS, 2018).

Na Tabela 3 sao apresentados alguns métodos analiticos utilizando LC-

MS/MS de maior relevancia na area de cosméticos disponiveis na literatura.
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Tabela 3: Determinagcdo de N-nitrosaminas em cosmeéticos usando cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas.
Dados relevantes encontrados na literatura (SANTOS, 2018).

Analito

Matriz

Preparo de amostras

Técnica

Modo de ionizagao/

-1
analitica moc'k.) de~ LOQ (ng g) Ref.
quantificagao
Extragao Clean-up
Gel de banho, A ¢
Sleopara | Hatd) 1g Técnica |  SPE (amostras
’ soluveis em agua)
shampoo,
condicionador, LLE (para (SCHOTHOR
NDELA cremes, Técni amostras Sorvent Bakerbond C18 LC-MS/MS ESI+/SRM 45,6 ST; SOMERS,
espuma de ecnica menos sollveis orvente aKerbo 2005)
banho, em agua)
esfoliante,
sabao para as | gglyente . Solvente | AAmostra eluida pelo
maos extrator Diclorometano de eluigdo cartucho sem ut|I.|z?r
solvente para eluicao
Extracdo Clean-up
ST 0,59/0,1g Técnica SPE (amostras
. (qtd.) soliveis em agua)
Suavizante de
pele, limpador Bond Elut AccuCAT
facial, mascara L. a
para cilios, Técnica LLE Sorvente troca.|9n_|ca e UHPLC-MS/MS ESI+/SRM 20 (JOO et al.,
NDELA shampoo, cationica ) 2015)
batom liquido, -
tintura para Agua,
cabelo Solventes | diclorometano,
o Solvente A
extratores acetonitrila, . Agua
* de eluigao
etanol,

cloroférmio
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Extracao Clean-up
NDMA, Nanotubo de 20 (NPIP,
NDEA, Amostra 1 g Técnica carbono NDPA,
NPYR (qtd.) ; NDBA,NMPhA);
, multicamadas
NMOR, Produtos de 25 (NPYR),
,\TS’F')F; ‘;Le“l‘;a;’n‘i para @ UHPLC-MS/MS APCI+/SRM 35;\1 (ENPE:]ZF)\A, (LI2L(J) 1eé)al.,
NDBA: e em logao Técnica UAE Sorvente MWCNT-10 50 (NDEA);
NDPhA, 80 (NMOR,
NMPhA, NDBzA);
NEPhA, Solventes Acetonitrila Solve_nt_e . 850 (NDMA)
NDBzA extrator de eluicao
Extracao Clean-up
Amostra S
2 Técnica QUuEChERS
(qtd.) 9
(ABEDI;
NDELA Shampoo | Solvente Acetonitrila Sorvente | M9504 PSA, C18e | | c.Ms/MS ESI+/SRM 42 TALEBPOUR,
extrator silica 2017)
Salting Solvente
out MgSOs, NaCl | 4o eluigdo -
Extracaol/clean-up
Shampoo, gel | Amostra Soni
de banho, (qtd.) 19 Técnica -
logao, cremes
NDELA, ’ 10 (NDELA LIM et al.,
NDEA condicionador, Técnica SLE Sorvente — LC-MS/MS ESI+/SRM 5 ENDEA) ) ( 201 8)
protetor solar,
produtos para
bebé Solventes Acetato de etila Solve_nt_e ---
extrator de eluicao
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Extragcao
SestE 0,149 Técnica
NDELA, (qtd.) 6 (NDELA);
NDMA, 120 (NDMA)_; (MIRALLES:
NMOR, 10 (NMOR); CHISVERT-
DR, Cremeegel | recnica | VA-RP-DLLME | Sorvente LCIMS ESH/SRM 170 (NDEA) | SALVADOR,
NPIP, 40 (NPIP); 9 2018)
NPYR, (NPYR); 120
NMEA (NMEA)
Solventes Solvente
extrator NazS04 de eluicdo
Extracao
NDELA, Amostra 5 Técni 3 (NDELA); 5 | (EUROPEAN
NDMA, (qtd.) 0,259 Eeiles (NDMA); 4 | NETWORK OF
NMOR, . (NMOR); 2 OFFICIAL
NDEA, | FSTalede | L ica LLE ST Orblrap-LC- APCI+ (NDEA) 2 | COSMETICS
NPIP, (NPIP); 3 CONTROL
NPYR, . (NPYR); 35 |LABORATORIES
NMEA Solventes | Agua, metanol, Solvente (NMEA) - OCCLS, 2020)
extrator acido formico de eluicao
Extracaol/clean up Clean-up
SestE 19 Técnica
(qtd.) (TADA;
Shampoo L. SPE-UHPLC- i RODRIGUES-
NDELA | arabebe | Técnica LLE Sorvente MS/MS ESI+/SRM 5-10 SILVA; RATH,
2021)
Solventes Aqua Solvente
extrator 9 de eluicdo

Legenda: SPE: Extragao em fase solida; LLE: Extragéo liquido-liquido; UAE: Extracdo assistida por ultrassom; SLE: Extragao sélido-liquido; VA-RP-DLLME:
microextragao liquido-liquido dispersiva em fase reversa assistida por vortex; MWCNT: Nanotubos de carbono multi-paredes; PSA: Amina primaria
secundaria; SRM: Monitoramento de reagdes muiltiplas.
*O tipo de solvente de extragdo depende do tipo de amostra: soluvel, pouco soluvel, insolivel em agua.
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Recentemente no nosso grupo de pesquisa foi desenvolvido um estudo
referente a determinacdo de NDELA em shampoos de bebé. O preparo de amostras
envolveu o uso da extracdo em fase solida onde um cartucho de fase C18 foi utilizado
para clean-up da matriz. A quantificacdo das N-nitrosaminas foi realizada por
cromatografia liquida bidimensional acoplada a espectrometria de massas. Com essa
modalidade de cromatografia é possivel trabalhar no modo heart-cut na qual se faz
possivel selecionar uma fracdo da amostra da primeira dimens&o a ser direcionada
para a segunda dimenséo, incrementando o clean-up da matriz e a selegao da fragao
dos analitos. Os modos de quantificagao e ionizagcao foram ESI +/SRM e o LOQ
alcangado foi de 10 ng g' (TADA; RODRIGUES-SILVA; RATH, 2021).

Como ja relatado anteriormente, na literatura cientifica ndo ha muitos
estudos referentes a determinagcao de N-nitrosaminas em esmaltes de unhas
(EUROPEAN NETWORK OF OFFICIAL COSMETICS CONTROL LABORATORIES -
OCCLS, 2020; HAURI, 2016), assim como a formacéo desses analitos nessa matriz.
Diante desse cenario, o desenvolvimento de métodos analiticos para determinacao
desses contaminantes se torna um grande desafio, porém, seu controle € de extrema
importancia devido ao reconhecido potencial toxico destes compostos para os seres

humanos.

1.7. Preparo de amostras

As N-nitrosaminas se apresentam em nivel de ng g nos cosméticos e
produtos de higiene. As matrizes desses produtos costumam ser complexas, contendo
diversos compostos organicos em suas formulagdes que variam de fabricante para
fabricante e podem ser coextraidos da matriz com os analitos (RATH; CANAES, 2009;
SANTOS, 2018; ZHONG,; LI, 2017).

Como apresentado na Tabela 3, a SPE € um dos procedimentos mais
utilizados no preparo de amostras para determinacdo de N-nitrosaminas. Esse
procedimento geralmente é realizado usando um cartucho com uma fase estacionaria
(denominada sorvente) onde os analitos da matriz sdo retidos e os interferentes da
matriz s&o removidos por meio de uma lavagem com solvente. Posteriormente outro
solvente é utilizado para eluir os analitos retidos. Quando se emprega uma fase

estacionaria C18, o modo de interagdo € do tipo fase reversa, ou seja, a fase
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estacionaria é apolar e a fase movel polar (ZHONG; LI, 2017). Na SPE é possivel
alcangar LOQ menores devido a possibilidade de concentragdo dos analitos. Outra
forma da aplicagdo da SPE se da quando apenas os interferentes possuem afinidade
pela fase estacionaria do cartucho e assim permanecem retidos, enquanto os analitos
que nao possuem afinidade sao eluidos. Dessa forma ndo ha a concentragcdo dos
analitos no preparo de amostras, e apenas ocorre um clean-up. O uso da SPE
juntamente com a LLE se torna uma opg¢ao para o aprimoramento da extragdo e o
clean-up (ABEDI; TALEBPOUR, 2017; SANTOS, 2018).

No ano de 2004 a Environmental Protection Agency (EPA) publicou um
método para determinagao de N-nitrosaminas em amostras de agua onde o preparo
de amostras foi realizado com um cartucho SPE de carvao de casca de coco ativado
(Supelclean™ Cocunut Carchoal SPE 2 g/6 mL). Embora esse modelo de cartucho
tenha sido desenvolvido especificamente para concentracdo de N-nitrosaminas do
meétodo da EPA, ele ainda nao foi explorado para amostras de cosméticos e produtos
de higiene pessoal (MUNCH; BASSETT, 2004; SUPELCO, 2004).

1.8. Cromatografia bidimensional

A cromatografia bidimensional em papel foi relatada pela primeira vez em
1944, onde um solvente diferente do utilizado na primeira dimensao foi empregado
para eluicdo dos analitos na segunda dimensdo para realizar a separagado de
aminoacidos (CONSDEN; GORDON; MARTIN, 1944).

Em 1978 foi reportado sobre a cromatografia bidimensional em colunas, o
sistema foi utilizado na separagédo de misturas de extratos de vegetais. Nesse estudo
os autores relatam a descoberta da pré-concentragao e a transferéncia de fragdes da
amostra da coluna 1 para coluna 2. Na primeira dimensdo foi empregada a
cromatografia por permeagao em gel e na segunda dimens&o cromatografia em fase
reversa (ERNI; FREL, 1978; MOGOLLON et al., 2014).

Os métodos cromatograficos multidimensionais sdo capazes de amplificar
o poder de resolugdo quando comparados aos sistemas monodimensionais. Quando
se trata de amostras complexas, a cromatografia bidimensional se torna uma
excelente opgdo devido aos seus mecanismos de separacio (JACQUES; CARAMAO,
2009).
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A cromatografia liquida bidimensional pode ser utilizada de dois modos: no
primeiro modo, toda a amostra é transferida da primeira dimenséo para a segunda
dimensdo, e no segundo modo somente uma fracdo selecionada na primeira
dimenséo é direcionada para a segunda dimensdo. No primeiro modo temos um
sistema denominado de abrangente e no segundo modo é chamado de heart-cut. O
simbolo de multiplicacdo (x) € utilizado para abreviar cromatografia abrangente:
LCxLC para cromatografia liquida ou GCxGC para cromatografia gasosa. Quando é
realizada no modo heart cut € utilizado um hifen: LC-LC, LC-UHPLC (JACQUES;
CARAMAO, 2009; MOGOLLON et al., 2014).

Neste trabalho a cromatografia bidimensional foi empregada no modo
heart-cut, onde uma fragdo selecionada da amostra na primeira dimenséo ('D) foi
direcionada para a segunda dimenséao (°D). Além da selegdo da fragédo de interesse
realizada na primeira dimensao, também foi possivel realizar um procedimento de
clean-up dos concomitantes polares da matriz o que € vantajoso para minimizar o

efeito matriz.

1.9. Métodos cromatograficos

A cromatografia liquida (LC) tém sido a mais reportada para determinagao
de N-nitrosaminas em cosméticos. A escolha é baseada na caracteristica dos analitos
que se apresentam em baixas concentragdes e por serem ndo volateis ou
semivolateis. A LC € uma técnica de separagao bem estabelecida e consolidada, ela
possui versatilidade no seu modo de separagao (fase reversa, fase normal, troca
iGnica, exclusdo de tamanho, entre outras). Seu funcionamento consiste em uma
coluna contendo uma fase estacionaria de pequenas particulas (coluna analitica)
pelas quais os analitos devem ter afinidade para que o processo de separagao ocorra.
Um solvente (fase mével) com o qual os analitos possuem afinidade é percolado no
sistema direcionando os analitos para o detector. Atualmente existem diversas opcdes
de colunas analiticas disponiveis no mercado para atender aos mais diversos analitos
que podem ser determinados através da LC (PIROK; STOLL; SCHOENMAKERS,
2019). A busca por analises mais eficientes e rapidas levou ao desenvolvimento de
um sistema de cromatografia de ultra alta eficiéncia (UHPLC). Nessa técnica as

particulas das colunas sao menores (< 2 ym). Além disso, esse sistema consegue
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operar em pressdes mais altas chegando a aproximadamente 15000 psi, entregando
0 maximo de eficiéncia do sistema (MALDANER; JARDIM, 2012).

Embora seja possivel realizar a separacdo dos analitos por meio da
cromatografia, € necessario outro sistema para realizar a quantificacéo e até mesmo
a confirmacao de identidade dos analitos. O espectrdbmetro de massas sequencial
(MS/MS) costuma ser o detector mais empregado para essa necessidade. O MS
permite selecionar a razdo massal/carga (m/z) de moléculas ou fragmentos das
moléculas. Devido a seletividade desse sistema, quando operado no modo de reagdes
selecionadas (Selected Reaction Monitoring — SRM) é possivel diferenciar os analitos
de seus interferentes, ainda que ambos compartiihem o mesmo tempo de retencao
(LANCAS, 2013; SANTOS, 2018).

Devido a polaridade média a baixa das N-nitrosaminas monitoradas em
cosméticos, convem utilizar a fonte de ionizacdo quimica a pressdo atmosférica
(Atmospheric Pressure Chemical lonization — APCI) operando no modo positivo. A
APCI ¢é indicada para analises de moléculas neutras que nao se ionizam facilmente
em solugdes e que apresentem estabilidade térmica. O processo de ionizagao ocorre
da seguinte forma, o analito € primeiramente volatilizado, na agulha corona € aplicado
uma diferenga de potencial ionizando o gas nitrogénio (gas de dessolvatagéo) e esse,
ao se chocar com o analito, transfere a carga recebida. Por fim, os analitos com carga

sdo transferidos para o analisador de massas (SILVA, 2020).

Dentre os diferentes analisadores de massas disponiveis, o quadrupolo tem
sido frequentemente utilizado por apresentar linearidade satisfatoria para as analises.
O modelo triplo quadrupolo (Triple Quadrupole, QqQ) possui dois analisadores de
massas dispostos de forma sequencial, eles sdo denominados de tandem ou MS/MS,
e uma cela de colisdo. No primeiro quadrupolo (Q1) é selecionado o ion precursor, no
segundo quadrupolo (g2) o ion precursor € colidido com um gas neutro (e.g., argbnio)
para formar os fragmentos (ions produto). O terceiro quadrupolo (Q3) tem a funcao de
selecionar os ions que serao direcionados para o detector, essa selecio é realizada
por meio da razdo m/z, dessa forma € realizado o modo de analise SRM, garantindo
sensibilidade e seletividade ao método (CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008;
HOFFMANN; STROOBANT, 2007; SANTOS, 2018; SILVA, 2020).
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1.10. Validagao do método LC-UHPLC-MS/MS
Segundo a ANVISA a validacado analitica é definida como: “a avaliagdo
sistematica de um método por meio de ensaios experimentais de modo a confirmar e

fornecer evidéncias objetivas de que 0s requisitos especificos para seu uso pretendido
séo atendidos” (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2017).

O objetivo da validacdo € demonstrar que os resultados obtidos pelo
método sdo confidveis e adequados para o que se destinam (AGENCIA NACIONAL
DE VIGILANCIA SANITARIA, 2017).

Alguns parametros a serem avaliados na validagdo do método sao:
seletividade, faixa linear, precisdo intra e inter-dia, exatidao, limites de detecgcao e
quantificacdo, (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2017).

1.10.1. Seletividade

A seletividade do método esta relacionada com a sua capacidade de
quantificar ou identificar o analito de forma inequivoca, ainda que na presenca de
interferentes da matriz (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2017). O
uso da espectrometria de massas € indicado para a caracterizagao da substancia.
Quando o espectrometro € operado no modo sequencial (MS/MS) ha aumento da
seletividade quando comparado com outros detectores, além disso ha a possibilidade
de confirmar a identidade da substancia (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2017; SANTOS, 2018).

Segundo a RDC 166 de 2017 a seletividade sera considerada por meio da
“comprovacgéo de que a resposta analitica se deve exclusivamente ao analito, sem
interferéncia do diluente, da matriz, de impurezas ou de produtos de degradacéo”
(AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2017).

1.10.2. Faixa linear e linearidade
A faixa linear (ou faixa de trabalho) € o intervalo em que concentragdes
confiaveis sdo obtidas com precisdo e exatiddo. Essa avaliagao é feita através da

relagdo concentragdo-resposta, ou seja, a resposta instrumental em funcédo da
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concentragao da curva analitica. A faixa linear é determinada a partir de investigacéao
da linearidade (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2017).

A linearidade de um método esta relacionada com a capacidade de se obter
respostas analiticas diretamente proporcional a concentragao do analito. Toda a faixa
estabelecida pelo método devera ter uma relagao linear, para isso, deve-se preparar
no minimo cinco diferentes concentra¢des da solugao padrao avaliadas no minimo em
triplicatas (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2017).

1.10.3. Precisao

A proximidade dos resultados obtidos € avaliada por meio da preciséao,
podendo ser expressa por trés formas: por meio da repetibilidade, da preciséo
intermediaria (intra-dia e inter-dia) ou da reprodutibilidade, sendo as amostras
preparadas de forma independente. A precisao pode ser expressa pela estimativa do
desvio padrao relativo (RSD) ou coeficiente de variagdo (CV), conforme Equacéao 1
(AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2017).

RSD = =x100

Rl @

(Eq. 1)

Onde: s é a estimativa do desvio padrao absoluto e x € a média da
concentragao.

A precisao intra-dia é expressa em termos de repetibilidade, onde a
amostra deve ser avaliada mediante as mesmas condigcdes operacionais, mesmo
equipamento, mesmo analista e a analise das replicatas devera ser realizada no
mesmo dia. A precisao inter-dia € similar a intra-dia com a diferenca que deve ser
avaliada em dias diferentes. O ensaio de reprodutibilidade, segundo a RDC n° 166 de
2017 deve ser realizado em laboratérios diferentes (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2017).

Os critérios de aceitacdo podem ser calculados a partir da equagao de
Horwitz que estabelece a relacéo entre concentracdo do analito e valores de CV para
uma situagdo de reprodutibilidade (HORWITZ; KAMPS; BOYER, 1980). De modo
geral, emprega-se uma fracdo deste valor calculado em um a situagdo de

repetibilidade que leva em consideragao os objetivos do método, concentracao de
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trabalho, concentracdao do analito na amostra e a variabilidade intrinseca do método
(AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2017).

1.10.4. Exatidao

A exatidao deve ser avaliada por meio do grau de concordancia entre a
concentracdo experimentalmente determinada e a concentracdo real ou teorica,
sendo expressa em termos de percentual de recuperacdo do analito. O calculo é
realizado através da relacdo entre a concentracdo experimental e a concentragéo
tedrica, conforme a Equagdo 2 (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA,
2017).

Concentraciao média experimental
Recuperacio (%) = — X 100
Concentracao tedrica (Eq. 2)

1.10.5. Limites de detecg¢ao e quantificagao

O limite de detecg&o (LOD) € a menor quantidade de analito possivel de
ser detectado, porém, ndo necessariamente quantificado na amostra. A determinacgao
do LOD pode ser realizada de maneira visual, através da razao sinal/ruido, baseado
na determinagdo do branco ou em parametros da curva de calibracdo. A razéo
sinal/ruido determinada pela RDC n°® 166 de 2017 deve ser maior ou igual a 2:1, no
entanto a razdo de 3:1 é a mais utilizada (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2017).

O limite de quantificagdo (LOQ) é definido como “menor quantidade do
analito em uma amostra que pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis
sob as condicbes experimentais estabelecidas” (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2017). Os mesmos critérios de LOD podem ser utilizados
para o LOQ, no entanto, para esse ultimo, a raz&o sinal/ruido devera ser de no minimo
10:1. O LOD e 0 LOQ devem ser expressos em concentragao, a precisao e a exatidao
do método também devem ser consideradas (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2017; RIBANI et al., 2004).
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1.10.6. Quantificagao por padronizagao interna

As analises quantitativas por cromatografia liquida devem
preferencialmente fazer uso de padrdes internos, que podem ser isotopicamente
marcados ou outras moléculas que possuem similaridade no comportamento quimico
e fisico com o analito em sua forma nativa, mas que nao estejam presentes nas
amostras. Compostos isotopicamente modificados sdo comumente utilizados como
surrogates, sua adicdo devera ser realizada na mesma concentragdo na matriz
branco, solugdes padrao e na matriz fortificada(RIBANI et al., 2004; SANTOS, 2018).

Matrizes complexas como as de produtos cosmeéticos e de higiene pessoal
podem apresentar um elevado numero de compostos que podem coeluir ou afetar a
ionizagao dos analitos alvos na fonte de ionizagao (APCI ou ESI), incrementando ou
suprimindo a ionizagao. Além disso, dificilmente sera encontrada uma matriz branco
representativa para os cosméticos, pois as formulagdes variam de fabricante para
fabricante, resultando em diferentes interferentes com diferentes concentracdes, que
podem co-eluir com os analitos (HEWAVITHARANA, 2011; SANTOS, 2018).

O uso de padréo interno (surrogate) para correcao do efeito matriz é
indispensavel quando se trata de determinacado de N-nitrosaminas, pois os analitos
possuem massas moleculares baixas e as transi¢des proximas. As vantagens do
padrao interno (Pl) sdo: possibilidade de quantificacdo e confirmacao de identidade
dos analitos, assim como a corre¢ao de perdas dos analitos ocasionadas durante o
preparo das amostras, uma vez que o Pl tera o mesmo comportamento do analito no

preparo da amostra e na separagao cromatografica.

Ja foi verificado em trabalho anterior desenvolvido no grupo de pesquisa
que o uso do padrao deuterado para cada analito € necessario para que o método de
LC-UHPLC-MS/MS possa alcancgar os critérios de aceitagao de exatidao e precisao.
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Capitulo 2

OBJETIVOS
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2.1. Objetivos

O objetivo geral do trabalho constituiu no desenvolvimento e validagao de
métodos analiticos usando a cromatografia bidimensional acoplada a espectrometria
de massas sequencial (LC-UHPLC-MS/MS) visando a determinagdao de N-

nitrosaminas em agua e esmaltes de unhas.
Os objetivos especificos compreendem:

= Desenvolvimento de método para a determinagcdo de multiresiduos de N-
nitrosaminas em agua usando a LC-UHPLC-MS/MS;

= Desenvolvimento de método para a determinagcdo de multiresiduos de N-
nitrosaminas em esmaltes de unhas usando a LC-UHPLC-MS/MS;

= Avaliagao de diferentes preparos de amostras para analise de agua e esmaltes
de unhas;

= Validag&do dos métodos desenvolvidos para cada matriz;

= Analise de amostras de esmaltes de unhas.
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Capitulo 3

MATERIAL E
METODOS
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3.1. Equipamentos

v' Cromatdgrafo a liquido de ulta alta eficiéncia ACQUITY UPLC® (Waters, EUA),
equipado um sistema de bombeamento binario e um sistema quaternario,
column manager, duas valvulas de seis vias, sistema de injecao automatico,
acoplado a um espectrémetro de massas triplo quadrupolo Xevo TQD (Waters,
EUA) com fonte de ionizag&o por eletronebulizag&o (ESI) e ionizagdo quimica
a pressao atmosférica (APCI). O software MassLynx (Waters, EUA) é utilizado
para aquisi¢ao de dados e o TargetLynx (Waters, EUA) para o tratamento dos
dados das analises;

v Balanga analitica Sartorius modelo CPA 225D com precisdo de + 0,01 mg
(Brasil);

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

v' Banho de ultrassom Unique modelo 1450 (Brasil);

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

v Centrifuga modelo Rotofix 322 (Hettich, Alemanha);

v" Visiprep™ SPE Vacuum Manifold (Sigma, Alemanha);

v" Concentrador rotativo a pressao reduzida modelo RVC 2-18CD (Martin Christ,
Alemanha);

v' Bombas peristalticas (Ismatec, Alemanha).

3.2. Material

v Coluna cromatografica Waters Acquity UPLC® HSS T3 1,8 uym, 2,1 x 50 mm
(Waters, Irlanda);

v" Coluna Waters Atlantis® T3 3 um, 3,0 x 100 mm (Waters, Irlanda);

v Coluna OASIS® HLB Direct Connect HP 20 um 2,1 x 30 mm (Waters, Irlanda);

v' Cartucho Supelclean™ Coconut Charcoal SPE Tube (Sigma, Alemanha);

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

v" Tubos para centrifuga tipo Falcon em polipropileno 50 mL;

v' Cartucho de carvdo - Supelclean™ Cocunut Carchoal SPE 2 g/6 mL (Sigma,

Alemanha).

3.3. Padroes analiticos

v

N-nitrosodietanolamina (Sigma Aldrich, 99%); Lote MBBC3917;
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v' Solugdo padrdo de N-nitrosaminas (MIX): N-nitrosodimetilamina, N-
nitrosodietilamina, = N-  nitrosometiletilamina,  N-nitrosomorfolina, = N-
nitrosopiperidina, N-nitrosopirrolidina, N-Nitrosodi-n-propilamina, N-
nitrosodibutilamina, N-nitrosodifenilamina (M-8270-03-ASL, AccuStandard (2
mg/mL), Lote 218051300, New Haven, EUA);

v" N-nitrosodietanolamina-ds (Sigma-Aldrich, 98%), Lote MKBW2393V;

v N-nitrosodietilamina-d1o (Toronto Research Chemicals, Canada), Lote 8-TAH-
3-1;

v" N-nitrosodimetilamina-ds (Chem Service, 99,9%), Lote 9444600;

v" N-nitrosomorfolina-d4 (Toronto Research Chemicals, Canada), Lote 16-JHY-

150-2;

v N-Nitrosopiperidina-dio (Toronto Research Chemicals, Canada), Lote 1-SCZ-
41-1;

v" N-nitrosopirrolidina-d4 (Toronto Research Chemicals, Canada), Lote 16-JHY-
151-2;

v N-Nitrosodi-n-propilamina-d14 (Toronto Research Chemicals, Canada).

3.4. Solventes e reagentes
v" A agua empregada no preparo de solugdes e amostras foi obtida em sistema
de purificagao de agua Milli-Q (Millipore, EUA);
v Acido férmico (Merck, Alemanha, 98-100%);
v" Metanol grau HPLC (Honeywell, EUA, > 99%);
v Diclorometano grau HPLC (Honeywell, EUA, 99,5%);
v" Acetona P.A.-ACS (Quimica Moderna, Brasil, 99,9%).

3.5. Preparo das solugoes padroes

A solugdo estoque do mix de N-nitrosaminas (80 yg mL™") foi preparada
pela transferéncia quantitativa do contetido da ampola AccuStandard (2 mg mL") para
um baldo volumétrico de 25,0 mL, empregando metanol como solvente. As solugdes
de trabalho foram preparadas diariamente pela diluigdo da solugéo estoque em agua.

A solucdo de NDELA foi preparada em agua na concentragao de 100 pg
mL-". A solugdo estoque intermediaria contendo as nitrosaminas do mix e a NDELA
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foram preparadas na concentragdo de 2000 ng mL™' pela diluigdo das solugdes

estoque em agua.

As solugdes estoque dos padroes deuterados foram preparadas na
concentragédo de 100 ug mL-' em metanol. As solugdes de trabalho foram preparadas

diariamente pela dilui¢do da solugédo estoque em agua.

As solucbes estoque foram armazenadas em freezer e as solugdes

intermediarias foram armazenadas em frasco de vidro e armazenadas em geladeira.

3.6. Amostras de esmaltes de unhas

Foram adquiridos quinze esmaltes de unhas mundiais, de diferentes
coloragbes e fabricantes. O armazenamento das amostras foi em temperatura
ambiente (25 °C) sem incidéncia de luz. Os esmaltes foram escolhidos baseado na
composicao da formulacdo. Devido a falta de uma matriz branco representativa, foi
escolhido um esmalte de composi¢ao mais simples para realizar os ensaios referentes
ao preparo de amostras. Para tanto, foram adquiridas 10 unidades do mesmo lote, os
quais foram agrupados em um pool, armazenados em uma embalagem de vidro
ambar estéril e denominado Esmalte D. As demais amostras foram: um esmalte de
composi¢cdo mais simples, porém com coloragdo amarelada (Esmalte B); um esmalte
nude (Esmalte C); um esmalte vermelho (Esmalte A); um esmalte branco (Esmalte E)
e um esmalte infantil a base de agua (Esmalte F). As amostras foram codificadas para

preservar os fabricantes.

Esmaltes produzidos em laboratério externo também foram avaliados,
ambos sem pigmentos em sua composi¢ao. A diferenga entre os dois esmaltes esta

na presenga ou auséncia de verniz na composigao, Esmaltes G e H, respectivamente.

3.7. Desenvolvimento/ otimizagao do método bidimensional (LC-UHPLC-MS/MS)

Um cromatografo liquido de ultra alta eficiéncia (UHPLC) acoplado a um
espectrometro de massas sequencial (MS/MS), com analisador triplo quadrupolo
(QQQ) e fonte de ionizagdo quimica a pressao atmosférica (APCI) foi utilizado para a
quantificacdo das N-nitrosaminas. A separagédo cromatografica foi realizada em duas

dimensdes (2D). Na primeira dimensédo (LC) foi usada uma coluna OASIS HLB ou
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Atlantis T3, com a finalidade de selecionar a fragdo dos analitos e clean-up e na
segunda dimensdo (UHPLC) uma coluna analitica de fase reversa (HSS T3). As
principais vantagens desse acoplamento sdo: selecdo da fragdo de interesse
contendo os analitos, clean-up e maiores volumes de inje¢do de amostra. O sistema

também é composto por duas bombas, uma binaria (BSM) e uma quaternaria (QSM).

A QSM é responsavel pelo carregamento da amostra na coluna na primeira
dimens&o, assim como a lavagem dessa coluna. A eluicdo dos analitos da coluna
analitica para a detecgao no espectrometro de massas € realizada através da BSM.
Esse sistema é controlado por duas valvulas (valvula esquerda e valvula direita) que
sao responsaveis por direcionar os solventes para a coluna LC ou para a coluna
analitica. No momento em que as valvulas estdo na Posi¢cdo 1 a amostra é carregada
na coluna de LC da primeira dimensdo. Quando ocorre a mudanga da valvula
esquerda para a Posicdao 2 a fracdo selecionada de analitos na coluna LC é
direcionada para a coluna analitica de UHPLC, onde ocorre a separagdo. Um
esquema do sistema esta apresentado na Figura 2 e o detalhamento mais completo
esta descrito em artigos ja publicados anteriormente pelo grupo de pesquisa (TADA;
RODRIGUES-SILVA; RATH, 2021; TETZNER et al., 2016). As condigbes do
espectrometro de massas foram baseadas em trabalho anterior (SANTOS, 2018). As
condicdes do espectrometro de massas sao: fonte de APCI, modo positivo; corrente
da corona: 3,5 pA; temperatura da probe: 350 °C; vazdo do gas (nitrogénio) de
dessolvatagdo: 600 L h™' e vazao do géas (nitrogénio) no cone: 60 L h'; gas de colisdo:

argonio.

O método foi desenvolvido e otimizado baseado em condicdes
estabelecidas em trabalho anterior do grupo (SANTOS, 2018).
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Posicdo 1 Posicdo 2

Figura 2: Esquema da LC-UHPLC-MS/MS com transferéncia com troca de eluente
da primeira coluna (LC) para a segunda coluna (coluna analitica). Posi¢cao 1:
carregamento da amostra na coluna LC e Posigao 2: eluicdo dos analitos da coluna
de LC para a coluna analitica.

3.7.1 Otimizacgao das condi¢goes cromatograficas (UHPLC)

Para a otimizagdo das condi¢gbes cromatograficas foi utilizada a coluna
Acquity UPLC® HSST3 na segunda dimens3o. Os seguintes aditivos foram avaliados
na fase mével: acido férmico 0,01% v/v; acido formico 0,1% v/v ou acetato de aménio

5 mmol L' com a vaz&o de carregamento na segunda dimens&o de 0,500 mL min-'.

Para a determinacdo das condi¢des foi utilizada uma solugdo contendo
100 ng mL™" das N-nitrosaminas e 100 ng mL-! do PI. O volume de injegdo foi de 200
ML para cada teste realizado. Para a otimizagdo do método foram avaliados as areas
e os formatos dos picos cromatograficos, priorizando a NDELA, NMOR, NDMA e
NDEA, por serem os compostos de maior interesse, uma vez que foram detectados

em amostras de esmaltes de unhas (HAURI, 2016).

3.7.2. Otimizagdao das condigcées de carregamento da amostra na primeira
dimensao (LC)

Inicialmente foi avaliada a coluna HLB OASIS (20 ym) com as condi¢des
estabelecidas em trabalho anterior do grupo (SANTOS, 2018).

As condicbes foram reavaliadas de modo a atender todas das N-
nitrosaminas monitoradas. Foram avaliados o uso da coluna Atlantis® T3 (3 um), o
tempo de viragem da valvula, composi¢ao do solvente de carregamento da amostra e

tempo de regeneragao da coluna LC.
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3.7.3. Condigdes do espectrometro de massas

As condicdes do espectrometro de massas foram definidas em trabalho
anterior do grupo, para isso foram realizadas infusdes das solu¢des padrao de NDELA
e NDELA-ds (individualmente) preparadas em solvente metanol na concentragéao de
1,0 ug mL-". Para as demais N-nitrosaminas foi preparado um mix de solugédo padrao
na concentragédo de 10,0 ug mL-'. A infus3o foi feita no modo combinado, a fase movel
utilizada foi composta por 0,1% de acido formico em agua:metanol (85:15 v/v) com
uma vazdo de 0,4 mL mL-'. Um ion precursor e um ou dois ions produtos foram
selecionados para cada um dos analitos, onde foi selecionado um ion para realizar a
quantificacdo e um ou dois ions para confirmagao de identidade. A temperatura da
coluna analitica foi mantida em 40 °C e o sample manager em 22 °C (SANTOS, 2018).

A quantificagao foi realizada no modo de reagdes selecionadas (SRM), nas

condicdes descritas na Tabela 4.

Os métodos de cromatografia bidimensional acoplada a espectrometria de
massas sequencial (LC-UHPLC-MS/MS) foram desenvolvidos para a quantificagao
dos seguintes analitos: NDELA, NDMA, NMOR, NDEA, NPYR, NPIP, NMEA, NDPLA
e NDBA em agua; NDELA, NDMA, NMOR e NDEA em esmaltes de unhas. A principal
diferenga entre os métodos é o preparo das amostras, variando este de acordo com a

matriz.
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Tabela 4: Condicbes operacionais do espectrbmetro de massas para as N-
nitrosaminas (as transi¢cdes de quantificagdo estdo marcadas em negrito).

. ion precursor - ion Energia de
Analito produto (m/z) Voltagem do cone (V) colisdo (eV)
N-nitrosodimetilamina 75 — 43 30 15
(NDMA) 75 — 58 30 10
N-nitrosodietilamina 103 — 28 30 15
(NDEA) 103 - 75 30 10
N- nitrosometiletilamina 89 — 42 28 10
(NMEA) 89 — 61 28 10
N-nitrosodietanolamina 135 - 74 16 10
(NDELA) 135 — 104 16 5
N-nitrosomorfolina 117 — 45 28 13
(NMOR) 117 — 87 28 10
N-nitrosopirrolidina 101 —» 41 35 20
(NPYR) 101 — 55 35 15
N-nitrosopiperidina 115 — 41 30 18
(NPIP) 115 — 69 30 15
N-nitrosodi-n-propilamina 131 — 43 25 15
(NDPLA) 131 — 89 25 10
N-nitrosodibutilamina 159 — 41 25 16
(NDBA) 159 — 57 25 15

159 — 103 25 10
143 — 80 15 11
NDELA-ds
143 — 111 15 5
81— 46 23 12
NDMA-d6
81— 64 23 9
113— 34 30 11
NDEA-d10
113— 81 30 10
121— 61 22 12
NMOR-d4
121— 91 22 10
125— 78 23 16
NPIP-d10
125 — 46 23 20
104,9— 58 29 22
NPYR-d4
105— 31 29 14
145— 50 27 13
NDPLA-d14

145— 97 27 9
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3.8. Preparo das amostras

Na literatura foi encontrada apenas uma referéncia de preparo de amostra
para determinag&o de N-nitrosaminas em esmaltes de unhas, esse preparo envolve o
uso da técnica de extracao liquido-liquido assistida por ultrassom. Foi selecionado um
esmalte denominado de “Esmalte D” o qual foi preparado um pool para realizar os
ensaios de otimizacado desse preparo da amostra. No entanto devido a caracteristica

da matriz dos esmaltes, uma etapa de clean-up se fez necessaria.

Para o clean-up foi utilizada a técnica SPE, a qual foi previamente testada
e validada em uma matriz mais simples: amostras de agua. Posteriormente foram
realizados ensaios com o Esmalte D com fortificagdo de 20 ng g”' e 40 ng g' de N-
ntirosaminas e 20 ng g' e 40 ng g' de padrédo interno (Pl) de N-nitrosaminas.

Posteriormente o método foi validado.

Para as amostras de agua também foi validado um método de injegcéo
direta, onde o preparo de amostra consistiu apenas na adigdo de 10 ng mL"" de Pl de

N-nitrosaminas seguida da filtragao.

As N-nitrosaminas avaliadas nos procedimentos a seguir foram: NDELA,
NMOR, NDMA, NDEA, NDPLA, NPIP, NPYR, NMEA e NDBA e os padrdes internos
empregados foram: NDELA-410, NMOR-44, NDMA-46, NDEA-410, NDPLA-d414, NPIP-q10,
NPYR-q4. Para a correcdo da NDBA e NMEA foi empregada a NMOR-q4.

3.8.1. Determinacao de N-nitrosaminas em agua

Para todos os procedimentos a seguir as N-nitrosaminas alvo foram:
NDELA, NDMA, NDEA, NMOR, NPIP, NPYR, NMEA, NDBA e NDPLA.

3.8.1.1. Filtragao e analise por LC-UHPLC-MS/MS (Procedimento A)

Uma aliquota de 1,8 mL da amostra foi transferida para um tubo Falcon de
15 mL e adicionada de 200 pL de uma mistura (mix) de padr&o interno deuterado (PI)
100 ng mL™" (concentragdo final de 10 ng mL"). A amostra foi filtrada em filtro de
seringa 0,22 uym para um vial de 2 mL e analisada por LC-UHPLC-MS/MS.
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A curva analitica foi construida em agua em uma faixa de concentragao de

1a25ng mL"', com a adigdo de 10 ng mL-'do PI.

3.8.1.2. Concentracao dos analitos por SPE off-line e analise por LC-UHPLC-
MS/MS (Procedimento B)

Uma quantidade de 100 mL de amostra adicionada de 1000 pyL do Pl de
concentragéo de 100 ng mL" (representando 1 ng mL-" na amostra) foi percolada em
um cartucho de carvao (Supelclean™ Cocunut Carchoal SPE 2 g/6 mL) previamente
condicionado com metanol (2x3 mL) e agua (2x3 mL) utilizando um manifold para
SPE. O eluato da amostra que foi percolada foi desprezado. O sorvente com os
analitos retidos passou por um processo de secagem que durou 30 min sob condi¢cdes
de vacuo, no proprio manifold. Posteriormente, os analitos foram eluidos com 10 mL
de uma mistura de diclorometano:acetona 1:1 v/v para um tubo Falcon. Foram
adicionados 50 uyL de metanol ao eluato e o solvente foi evaporado sob fluxo de
nitrogénio em banho de agua (30 — 35 °C) até quase secura (restando
aproximadamente 50 pL). O eluato foi reconstituido com 1 mL de agua e a solugéo
filtrada em filtro de seringa 0,22 pm para um vial de 2 mL. A evaporagao dos solventes
(diclorometano e acetona) também foi avaliada com o uso do concentrador rotativo a
pressao reduzida modelo RVC 2-18CD.

Para realizar a quantificacdo dos analitos no extrato concentrado foi
construida uma curva analitica na faixa de concentragédo de 0,10 a 2,0 ng mL™'. Cada
nivel de concentragéo foi preparado em um volume de 100 mL de agua, 1 ng mL-' do
Pl e concentrado por SPE. Este procedimento foi denominado de Procedimento B e
leva a um fator de concentracdo de 100 vezes. Para comparagao, considerando que
nao ha perdas dos analitos no preparo de amostra representaria a curva no solvente
de 10 a 200 ng mL.

Na Figura 3 esta apresentado o esquema de preparo das amostras de agua

utilizando a SPE off-line.
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Deixar o cartucho secando
por 30 minutos sob condigéo
de vacuo

v 100 mL de amostra
v 1ngmL" doPI

kN

Percolar no amostra no L 1
cartucho SPE Supelclean™

Coconut Charcoal
R —

—

Evaporar os solventes no
concentrador de amostras
a pressao reduzida

»
»

Eluir as N-nitrosaminas com
10 mL de uma solugéo 1:1
v/v diclorometano:acetona

para um tubo Falcon

3

50 uL de metanol

Figura 3: Esquema de preparo das amostras de agua utilizando a SPE off-line. Fonte:
Proprio autor.

3.8.2. Avaliacao dos solventes de eluigao

Em uma aliquota de 10 mL de agua foram adicionados 10 ng mL™' do mix
de N-nitrosaminas e 10 ng mL-' do PI. As amostras foram percoladas no cartucho de
carvao SPE, conforme descrito no item 3.8.1.2, mudando apenas o solvente de
eluicdo. Foram avaliadas as seguintes solugdes para eluicdo dos analitos: solugéo de
diclorometano:acetona 1:1 v/v, 3:1 v/v, 1:3 v/v e diclorometano. As amostras foram
preparadas em duplicatas. Essa avaliagao foi realizada antes de qualquer ensaio com
o uso do SPE.

A curva analitica no solvente agua na faixa de concentragao de 25 a 150

ng mL-'com 100 ng mL-" do PI foi utilizada para a quantificagdo dos analitos.

3.8.3. Determinacgao de N-nitrosaminas em esmaltes de unhas

Para todos os procedimentos a seguir as N-nitrosaminas alvo foram:
NDELA, NDMA, NDEA e NMOR.
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3.8.3.1 Extragao liquido-liquido e analise por LC-UHPLC-MS/MS

Os ensaios a seguir foram realizados com o Esmalte D. Dentre os esmaltes
pesquisados, esse possui composi¢cdo mais simples e menor quantidade de matérias

primas em sua formulacéo.

Para realizar a quantificacédo das N-nitrosaminas nos diferentes preparos
de amostra dos testes descritos a seguir, as curvas analiticas (padronizagao interna)
foram construidas no solvente agua. A faixa de concentracéo foi de 25 a 150 ng g,

com a adigdo de 100 ng g'do PI.

Teste 1: Uma amostra de 0,5 + 0,02 g (com precisdo de +0,0001 g) foi
fortificada com 50 ng das N-nitrosaminas (concentragdo nominal 100 ng g') e 50 ng
do PI (concentragdo nominal 100 ng g'). Como solvente extrator foram adicionados
5,0 mL da solugao agua:metanol:acido férmico 94:5:1 v/v/v e a extragao liquido-liquido
foi assistida por ultrassom (tempo de 10 min). Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 4186 g durante 10 min e o sobrenadante foi coletado e filtrado (0,22
Mm) para um vial de 2 mL e analisado por LC-UHPLC-MS/MS.

Teste 2: Uma amostra de 0,3; 0,4 g ou 0,5 +0,02 g (com precisdo de
+0,0001 g) foi fortificada com 50 ng das N-nitrosaminas (concentragdo nominal 166,6;
125 ou 100 ng g') e 50 ng do PI (concentragdo nominal 166,6; 125 ou 100 ng g').
Como solvente extrator foram adicionados 5,0 mL da solu¢gdo agua:metanol:acido
férmico 94:5:1 viviv e a extragao liquido-liquido foi assistida por ultrassom (tempo de
10 min). Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 4186 g durante 10 min e o
sobrenadante foi coletado e filtrado (0,22 ym) para um vial de 2 mL e analisado por
LC-UHPLC-MS/MS.

Teste 3: Uma amostra de 0,5 + 0,02 g (com precisédo de +0,0001 g) foi
fortificada com 50 ng das N-nitrosaminas (concentragdo nominal 100 ng g') e 50 ng
do PI (concentragdo nominal 100 ng g'). Como solvente extrator foram adicionados
5,0 mL da solugédo agua:metanol:acido formico 89:10:1 v/v/v ou 5,0 mL da solugao
agua:metanol:acido formico 94:5:1 v/v/v e a extragao liquido-liquido foi assistida por
ultrassom (tempo de 10 min). Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 4186 g
durante 10 min e o sobrenadante foi coletado e filtrado (0,22 um) para um vial de 2
mL e analisado por LC-UHPLC-MS/MS.
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Teste 4: Uma amostra de 0,5 + 0,02 g (com precisédo de +0,0001 g) foi
fortificada com 50 ng das N-nitrosaminas (concentragdo nominal 100 ng g') e 50 ng
do PI (concentragdo nominal 100 ng g'). Como solvente extrator foram adicionados
5,0 mL da solugdo agua:metanol 95:5 v/v ou solugdo agua:metanol:acido férmico
94:5:1v/v/v e a extracado liquido-liquido foi assistida por ultrassom (tempo de 10 min).
Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 4186 g durante 10 min e o
sobrenadante foi coletado e filtrado (0,22 ym) para um vial de 2 mL e analisado por
LC-UHPLC-MS/MS.

Teste 5: Uma amostra de 0,5 + 0,02 g (com precisédo de +0,0001 g) foi
fortificada com 50 ng das N-nitrosaminas (concentragdo nominal 100 ng g') e 50 ng
do PI (concentragdo nominal 100 ng g'). Como solvente extrator foram adicionados
5,0 mL de agua ou solugao agua:metanol:acido féormico 94:5:1v/v/v e a extragao
liquido-liquido foi assistida por ultrassom (tempo de 10 min). Em seguida, as amostras
foram centrifugadas a 4186 g durante 10 min e o sobrenadante foi coletado e filtrado
(0,22 pm) para um vial de 2 mL e analisado por LC-UHPLC-MS/MS.

3.8.3.2 Extragao em fase soélida off-line e analise por LC-UHPLC-MS/MS

Foram pesados 0,5 + 0,02 g (com precisdo de +0,0001 g) em um tubo
Falcon de 50 mL e foram adicionados 25 mL de agua:metanol 80:20 v/v, 100 pL das
N-nitrosaminas (concentragdo nominal 20 ng g') e 100 yL do Pl (concentragdo
nominal de 20 ng g'). Foi realizada uma extragdo liquido-liquido assistida por
ultrassom (tempo de 10 min). Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 4186 g

durante 10 min.

O sobrenadante foi percolado no cartucho de carvdo SPE previamente
condicionado com metanol (2x3 mL) e agua (2x3 mL) utilizando um manifold para SPE
conforme descrito no item 3.8.1.2. Esse procedimento foi realizado com trés diferentes
marcas de esmaltes (Esmalte B, Esmalte D e Esmalte F).

O mesmo ensaio foi realizado mudando apenas concentragcdo das N-
nitrosaminas e do Pl para 40 ng g' e os esmaltes avaliados: Esmalte A, Esmalte C,
Esmalte E, Esmalte D, Esmalte G e Esmalte H.
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Para realizar a quantificacdo das N-nitrosaminas, a curva foi construida no
solvente agua, sem realizar a concentragédo no cartucho. A faixa de concentragao foi

de 1a20 ng mL", com a adigdo de 10 ng mL"" do PlI.

3.8.3.3. Calculo da incerteza de medigcao
A incerteza da medicao de um conjunto de dados pode ser observada
quando se aplica um tratamento estatistico, que deve ser considerado para se obter

resultados de analises confiaveis.

Segundo o Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia
(INMETRO) a incerteza expandida € uma grandeza que define um intervalo em torno
do resultado de uma medigdo, no qual se espera englobar grande fracdo da
distribuicao dos valores possiveis de serem razoavelmente atribuidos ao mensuravel
(INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA, 2012). A incerteza expandida foi

estimada para os resultados das amostras de esmaltes de unhas.

A incerteza expandida foi calculada pela incerteza combinada da curva
analitica (uca) e da incerteza da precisao inter-dias (ur) e considerando um fator de
abrangéncia (k) de 2, usando as Equagbes 3 e 4. Foram desconsiderados a incerteza

da amostragem nos calculos.
u= /u%A +u?
(Eq. 3)

u=UXxk

(Eq. 4)
A incerteza da curva analitica foi calculada pela Equacao 5:

| — =\’
A ,i‘l | | (\c B \)_
SC - — Itl - _T ‘,—v
m \.' M N ”I—‘S.t\‘
(Eq. 5)
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Onde,

Sc: estimativa do desvio padrao da curva analitica;
m: coeficiente angular da curva analitica;

sr: desvio padrédo da regresséo da curva analitica;
M: numero de replicatas da analise da amostra;

N: numero de pontos da curva analitica;

Sxx: soma dos quadrados dos desvios em relagdo a média dos valores de

X,
y.. resposta média das M replicatas obtida na analise da amostra;

y: valor médio de y para os N pontos da curva analitica.

3.9. Validagao dos métodos LC-UHPLC-MS/MS
Foram realizadas as validagbes para os seguintes procedimentos:
amostras de agua procedimentos A e B (injecao direta e concentracdo em SPE off-

line, respectivamente), amostra de esmaltes de unhas procedimento de SPE off-line.

Os parametros de validagdo avaliados foram os seguintes: faixa linear,

linearidade, limites de detecc¢ao e quantificagao, precisao intra e inter-dia e exatidao.

3.9.1. Validagao do método — amostras de agua (Procedimento A)

O método foi validado através da construcao de curvas analiticas em nove
niveis de concentragao (0,10 - 0,50 -1,0-2,0 - 5,0 - 10,0 - 15,0 — 20,0 — 25,0 ng
mL-"), utilizando 10 ng mL-' de PI, para avaliagdo da linearidade. O preparo das
amostras foi realizado conforme descrito no item 3.8.1.1. A linearidade foi expressa
pelo coeficiente de regresséo linear (r) e a sensibilidade pelo coeficiente angular da

curva analitica.

Os limites de quantificacdo e detecgao foram avaliados de forma individual
para cada uma das N-nitrosaminas e ambos determinados pelo método instrumental

(raz&o sinal/ruido). Foram realizadas fortificagbes com os analitos em concentragbes
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decrescentes na amostra branco até a obtencdo da razdo sinal/ruido de 3:1 para
determinacdo do LOD e 10:1 para o LOQ.

A precisao foi avaliada mediante ensaio de repetibilidade. Para tanto,
amostras branco (agua purificada em sistema Milli-Q) foram fortificadas em dois niveis
de concentragdo (0,5 ng mL' e 5 ng mL™"). A precisdo intra-dia (mesmo dia) foi
realizada em cinco replicatas (n= 5) e a preciséo inter-dia (dias diferentes) foi realizada
em dois dias alternados em trés replicatas (n= 11). A precisao foi demonstrada atravées
da dispersao dos resultados e o calculo foi realizado conforme a Equacao 1 no item
1.10.3.

A exatiddo do método foi expressa através do valor percentual de
recuperacao dos analitos adicionados a amostra nos niveis de concentragao de 0,5
ng mL'e 5 ng mL". As analises foram realizadas em cinco replicatas (n=5) e para a
quantificacdo foi utilizada a curva analitica no solvente. O calculo da exatidao foi
realizado conforme a Equagéo 2 no item 1.10.4.

3.9.2. Validagdo do método — amostras de agua (Procedimento B)

O método foi validado através da construcao de curvas analiticas em cinco
niveis de concentrag&o (0,10 — 0,50 — 1,0 — 1,5 — 2,0 ng mL™"), utilizando 1,0 ng mL""
do PI para avaliagédo da linearidade. O preparo das amostras foi realizado conforme
descrito no item 3.8.1.2. A linearidade foi expressa pelo coeficiente de regressao linear
(r) e a sensibilidade pelo coeficiente angular da curva analitica. Os LOD e LOQ foram
determinados conforme descrito no item 3.9.1.

A precisao foi avaliada mediante a repetibilidade, a amostra foi fortificada
em dois niveis de concentragdo (0,10 ng mL-' e 1,0 ng mL"). A preciséo intra-dia foi
realizada em cinco replicatas (n= 5). A precisao inter-dia (dias diferentes) foi realizada
em outro dia em cinco replicatas (n=10). A precisdo foi demonstrada através da
dispersdo dos resultados e o calculo foi realizado conforme a Equacgédo 1 no item
1.10.3.

A exatiddo do método foi expressa através do valor percentual de
recuperacao dos analitos adicionados a amostra nos niveis de concentragcéo de 0,10

ng mL"e 1,0 ng mL-". As analises foram realizadas em cinco replicatas (n=5). Para a
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quantificacao foi utilizada a curva analitica no solvente processada no SPE. O calculo

da exatidao foi realizado conforme a Equacao 2 no item 1.10.4.

3.9.3. Validagao do método — amostras de esmalte (extragdao em fase sélida off-
line)

O método foi validado através da construcdo de curvas analiticas em seis
niveis de concentragdo em solvente (5,0 — 10,0 — 15,0 — 20,0 — 25,0 — 40,0 ng mL™"),
utilizando 20,0 ng mL" do Pl para avaliagdo da linearidade. O preparo das amostras
foi realizado conforme descrito no item 3.8.1.2. A linearidade foi expressa pelo
coeficiente de regresséo linear (r) e a sensibilidade pelo coeficiente angular da curva

analitica. Os LOD e LOQ foram determinados conforme descrito no item 3.9.1.

A precisao foi avaliada mediante a repetibilidade, a amostra foi fortificada
em dois niveis de concentragdo (20 ng g' e 40 ng g'). A precisao intra-dia foi realizada
em cinco replicatas para cada nivel de concentragao (n= 5). A preciséao inter-dia (dias
diferentes) foi realizada em um outro dia em trés replicatas (n=8). A precisao foi
demonstrada através da dispersao dos resultados e o calculo foi realizado conforme

a Equacéo 1 noitem 1.10.3.

A exatiddo do método foi expressa através do valor percentual de
recuperacéo dos analitos adicionados a amostra nos niveis de concentragéo de 20 ng
g' e 40 ng g'. As analises foram realizadas em cinco replicatas para cada
concentragao (n= 10), para a quantificacao foi utilizada a curva analitica no solvente
processada no SPE. O calculo da exatidao foi realizado conforme a Equagéo 2 no
item 1.10.4.
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Capitulo 4

RESULTADOS E
DISCUSSOES
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4.1. Desenvolvimento/ otimizagao do método LC-UHPLC-MS/MS

As condicbes do espectrémetro de massas sequencial foram baseadas em
trabalho anterior do grupo (SANTOS, 2018) e estao apresentadas no item 3.7.3. Neste
trabalho, além da NDELA, foram monitoradas mais oito N-nitrosaminas. Devido a
diferenca de polaridade entre os analitos, a fonte APCI foi empregada para garantir

ionizagao eficiente para todas as N-nitrosaminas em estudo.

4.1.1. Avaliacao da fase estacionaria da coluna LC na primeira dimensao

Para a otimizagcdo do método foram avaliadas as areas e os formatos dos
picos cromatograficos de nove N-nitrosaminas (NDELA, NDMA, NDEA, NMEA,
NMOR, NPIP, NPYR, NDBA e NDPLA), priorizando a NDELA, NMOR, NDMA e NDEA,
por serem 0s compostos de maior interesse para esmaltes de unhas. Os analitos
apresentados nos graficos a seguir estdo em ordem decrescente de polaridade, sendo

a NDELA o analito mais polar e a NDBA o analito menos polar.

Inicialmente foi avaliada a coluna HLB OASIS (20 um) na primeira
dimens&o cromatografica com as condigbes estabelecidas em trabalho anterior do
grupo (SANTOS, 2018): coluna analitica Acquity UPLC® HSS T3 na segunda
dimensao, volume de inje¢ao 50 uL, vazao de carregamento da amostra 0,87 mL min-
', tempo de carregamento da amostra e clean-up de 0,27 min e gradiente de eluigéo
na bomba BSM com vazao de 0,30 mL min-'. No entanto, como outras N-nitrosaminas

seriam determinadas se fez necessario avaliar o método para essa condigéo.

As condigdes empregadas foram adequadas para a NDELA, no entanto as
demais N-nitrosaminas, nesta condigdo, apresentaram picos cromatograficos
alargados conforme apresentado no Anexo |. Mesmo fazendo alteragdes na
composi¢ao da fase moével ndo foram observadas melhoras significativas nos formatos

dos picos.

Em um primeiro ensaio foram avaliados diversos tempos de carregamento
da amostra na coluna da primeira dimensao: 0,25, 0,30, 0,40, 0,50 e 0,70 min a uma
vazéo de 0,87 mL min" ou seja, 0,218 mL; 0,261 mL; 0,348 mL; 0,435 mL; 0,609 mL
(vazado x tempo), usando agua como solvente de carregamento. A fase movel da na
segunda dimensao foi uma mistura de &cido férmico 0,01% e metanol. Foram

avaliadas as areas dos picos cromatograficos no intuito de verificar em que momento
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haveria perda do analito na aplicacdo da amostra na coluna da primeira dimensao.
Uma solugéo padréo contendo 50 ng mL -' das N-nitrosaminas e 300 ng mL"" do P! foi

utilizada para fazer esses ensaios.

Nos testes exploratorios realizados com a coluna HLB OASIS na primeira
dimenséo, os melhores resultados obtidos foram utilizando o tempo de carregamento
da amostra de 0,25 min (ou 0,218 mL) ou 0,30 min (ou 0,261 mL). Em um tempo de
carregamento maior houve perda do sinal da NDELA (Figura 4), pois esse analito é o
mais polar e possui menor fator de retengdo com a fase estacionaria da coluna HLB
OASIS.

500000

400000

300000

200000

Area do analito

100000 -

0

Volume (mL)

Figura 4: Area da NDELA em diferentes tempos de viragem das valvulas. Solugdo
padréo fortificada com 50 ng mL-' das N-nitrosaminas e 300 ng mL"" do PI. Condigdes
do LC-UHPLC-MS/MS conforme descrito em 3.7.

Em 0,70 min (ou 0,609 mL) houve a perda da NDPLA. Em relagdo as
demais tempos de carregamento n&o houve perda do sinal (Figura 5), no entanto os
picos cromatograficos comegaram a ficar deformados. Na primeira dimensao foi
utilizado apenas agua e em relagao a fase mével na segunda dimensao os melhores
resultados foram obtidos utilizando agua:metanol 70:30 v/iv com 0,01% de acido

férmico na fase aquosa.
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Figura 5: Area dos analitos em diferentes tempos de viragem das valvulas. Solugéo
padrdo fortificada com 50 ng mL"' das N-nitrosaminas e 300 ng mL"' do PI.
Condigdes do LC-UHPLC-MS/MS conforme descrito em 3.7.

Em um ensaio subsequente foi avaliada a coluna Atlantis (tamanho de
particula de 3 ym) na primeira dimens&o. Essa coluna tem um tamanho de particula
menor do que a HLB Oasis avaliada anteriormente, o que resulta em um niumero maior
de pratos e uma maior eficiéncia. Ainda, a fase estacionaria da coluna Atlantis é
indicada para separacdo de compostos polares. Nesta coluna a vazdo de

carregamento da amostra foi ajustada para 1,0 mL min".

O primeiro teste realizado com apds a troca da coluna foi utilizando apenas
agua na primeira dimensdo para o carregamento da amostra. Um tempo de
carregamento maior, de 0,50 min (ou 0,500 mL), foi utilizado com o intuito eliminar
interferentes polares. No entanto, nessas condi¢oes foi observada perda de sinal (em
area) da NDELA. Testes adicionais foram realizados de modo a conseguir melhor sinal
e formato de pico cromatografico para esse analito. Primeiramente foi realizado um
aumento na vazao da coluna para 1,25 min-', alterando o volume de carregamento da
amostra para 0,625 mL (ou 0,50 min). Em seguida foi avaliado o uso de metanol nas
seguintes proporg¢des: agua:metanol (90:10 e 95:5, v/v, respectivamente). O metanol
foi empregado para auxiliar na remogéo dos interferentes, no entanto 10% desse
solvente levou a perdas da NDELA quando comparado com a adi¢ao de 5% de

metanol. Portanto a condigdo agua e metanol 95:5 v/v apresentou melhoras no perfil
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do pico cromatografico da NDELA, sendo a condigcdo adotada para os estudos

subsequentes.

A coluna OASIS por ser constituida de uma fase estacionaria polimérica,
apresenta menor interagdo com compostos com caracteristicas mais polares. A
coluna Atlantis é a base de silica, sendo indicada para compostos polares e apolares.
Os ensaios realizados evidenciaram melhoras nos resultados ao empregar a coluna

Atlantis conforme apresentado no Anexo |.

Posteriormente foram avaliadas diferentes condi¢cdes para os pardmetros a
seguir: aditivo da fase movel, tempo de viragem das valvulas e proporgdes do solvente
de carregamento. Para a determinagdo das condigbes foi utilizada uma solugéo
contendo 100 ng mL™" das N-nitrosaminas e 100 ng mL" do PI. O volume de injegdo

foi de 200 pL para cada teste realizado.

4.1.2. Aditivo da fase mével no solvente de eluigao

Quando os analitos possuem carater basico, como é o caso das N-
nitrosaminas, € comum o uso de um aditivo acido na fase movel para auxiliar na
protonacdo dos analitos. A protonagdo é importante para que os analitos sejam
direcionados para o MS/MS. No entanto, o uso de aditivo acido na fase mével pode
prejudicar a separagao cromatografica em colunas de fase reversa quando se tem
analitos de carater basico. Para avaliar melhor esse efeito, foram testados o acido

férmico e acetato de aménio como aditivos da fase moével.

Os aditivos selecionados foram: acido férmico aquoso 0,01% v/v; acido
férmico aquoso 0,1% v/v (pH entre 4,0 e 4,5) e acetato de aménio 5 mmol/L (pH entre
6 e 6,5).

A escolha dos aditivos foi baseada nos resultados observados em trabalho
realizado anteriormente no grupo (SANTOS, 2018). Em todos os testes, o aditivo foi
adicionado apenas na fase aquosa da fase moével que alimenta a coluna analitica na
segunda dimens&o. De forma geral, ndo foram observadas mudangas significativas
no formato dos picos e sensibilidade dos sinais entre as duas concentragdes de acido

férmico.
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Com o uso do acetato de aménio houve reducdao nas areas da NDMA
(40%), NMOR (39%) e NDEA (18%) conforme apresentado na Figura 6, além deste
aditivo causar alargamento na base do pico da NDELA, conforme pode ser visualizado
nos cromatogramas na Figura 7. O acetato de aménio demonstrou menor eficiéncia
de ionizacao para todos os analitos, que pode ser explicada pela supressao do sinal

causada pela concentrag¢ao do sal.

4000000 -
,  3500000- . RO
S 3000000~ = NDMA
S 2500000 I =3 NMOR
© 2000000 -+ =1 NPYR
& 2000000 T
©  1500000- EE NMEA
2 1000000 B NDEA
500000 B3 NPIP
0- =1 NDPLA
&F N &o\\\’ B NDBA
ofLQ ) (LO"’ 6&
& & oY
Ry
&

Figura 6: Area dos analitos usando diferentes aditivos na fase mével. Solugdo padréo
fortificada com 100 ng mL-' das N-nitrosaminas e 100 ng mL" do PI. Condigdes do
LC-UHPLC-MS/MS conforme descrito em 3.7. Coluna na primeira dimensao: Atlantis.
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Figura 7: Cromatogramas da NDELA em fung&o da variagdo do aditivo na fase movel.

(A) acetato de aménio 5 mmol/L, (B) 0,1% de acido formico e (C) 0,01% de acido
férmico.

4.1.3. Condi¢goes cromatograficas na primeira dimensao

A primeira dimens&o cromatografica tem o objetivo de selecionar a fragéo
de interesse contendo os analitos e remover concomitantes polares da matriz, visando
um aumento de sinal e minimizar o efeito matriz. Sendo assim, € vantajoso usar um
solvente de carregamento de forga cromatografica fraco e um volume grande, mas
sem que isso leve a perda dos analitos. A valvula fica na Posicédo 1, o que indica que
o eluato da coluna LC é direcionado para o descarte. Foram avaliados a composigao
do solvente de carregamento e o volume de carregamento. O volume de
carregamento é definido pela viragem da valvula da Posi¢ao 1 para a Posigcédo 2. Na
Posicao 2, a fragdo com os analitos que estavam na coluna da primeira dimensao é

transferida para a coluna analitica na segunda dimens&o. O tempo de viragem da
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valvula é critico, podendo levar a perda do analito que tem menor afinidade pela fase
estacionaria da coluna na primeira dimensao. Os testes foram realizados virando as
valvulas nos tempos de: 0,30 min, 0,40 min e 0,50 min em uma vazéao de 1,25 mL min-
', ou seja, 0,375 mL; 0,500 mL e 0,625 mL volume (vazdo x tempo). A fase de

carregamento é composta de agua:metanol 95:5 v/v.

Os testes realizados ndo mostraram diferengas significativas, porém, ao
aumentar o tempo da viragem da valvula para 0,50 min (ou 0,625 mL) ocorreu perda
do analito mais polar (NDELA) quando comparado com a viragem em 0,30 min (ou
0,375 mL). A viragem da valvula em 0,30 e 0,40 min n&o resultou em diferencas
significativas nos resultados (Figura 8). Com o objetivo de ter um clean-up mais
efetivo, principalmente em relagdo aos esmaltes de unhas, o tempo de viragem de

0,40 min (ou 0,500 mL) foi definido como a melhor condigéo.

4000000

, 3500000~ B NDELA

S  3000000- =1 NDMA

Té 2500000 =1 NMOR

© 2000000 + =1 NPYR
8 2000000 T

©  1500000- Bl NMEA

E 1000000~ B NDEA

500000 B3 NPIP

0- =3 NDPLA

0,375mL 0,500 mL 0,625 mL
Em NDBA

Volume (mL)

Figura 8: Area dos analitos em diferentes tempos de viragem das valvulas. Solucéo
padréo fortificada com 100 ng mL-" das N-nitrosaminas e 100 ng mL-" do PI. Condigbes
do LC-UHPLC-MS/MS conforme descrito em 3.7.

O carregamento da amostra é realizado pela bomba QSM. A composigao
do solvente de carregamento (fase movel) influencia na interagdo dos analitos com a

fase estacionaria da coluna LC, podendo aumentar ou diminuir a retengdo na coluna.

Devido a maior polaridade do primeiro analito a sair da coluna (NDELA),

baixas proporgdes de metanol foram testados para ndo perder esse analito na etapa
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de carregamento. As condigdes avaliadas foram: 100% de agua; agua:metanol 95:5

v/v e agua:metanol 90:10 v/v (Figura 9).

A proporcédo de agua:metanol 90:10 v/v causou alargamento no pico da
NDELA e cerca de 20% de diminui¢cao na area da NMOR e NDMA e 15% na area da
NDEA. O carregamento com 100% de agua apresentou leve melhora nos resultados,
porém, a adicdo de fase organica no carregamento auxilia no clean-up da amostra.
Dessa forma a proporgao de agua:metanol 95:5 v/v foi definida como a melhor

condigao.
5000000 -
4500000 - =3 NDELA
@ 4000000~ =1 NDMA
£ 3500000
S 3000000 I = NMOR
: 2500000 -+ = =1 NPYR
@ -
T 2000000+ B NMEA
2 Ea NDEA
< 1000000
E1 NPIP
0- =1 NDPLA
95:5 90:10 100
B NDBA

Proporcao dos solventes

Figura 9: Area dos analitos usando diferentes proporcdes (v/v) de solventes
agua:metanol na QSM. Solugdo padrdo fortificada com 100 ng mL"' das N-
nitrosaminas e 100 ng mL-' do PI. Condigdes do LC-UHPLC-MS/MS conforme descrito
em 3.7.

Também foi avaliado o tempo de regeneragao da coluna LC. Esse tempo
foi determinado levando em consideracido que todos os analitos precisam ser eluidos
para a segunda dimensdo cromatografica antes de se iniciar este processo. Na
lavagem devem ser removidos compostos da matriz e na regeneragédo a fase deve
estar equilibrada com o solvente para a proxima injecdo. No tempo de 4,5 min (Tabela
5) a valvula é retornada para a Posi¢ao 1 e neste tempo se inicia a lavagem da coluna
de LC por 0,50 min com agua:metanol 20:80 v/v. Em seguida a coluna é condicionada
durante 1 min com o solvente de carregamento inicial. O tempo total da corrida

cromatografica totaliza 6 min e nesta condigéo nao foi observado carryover.
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Na Tabela 5 estdo apresentadas as condigdes do método que foram

definidas apds os testes realizados e descritos anteriormente.

Tabela 5: Condicbes definidas para o método LC-UHPLC-MS/MS

Segunda dimensao 2D

(coluna analitica) Primeira dimensao - LC 'D UEIRTES
~ Acido =
Te”f‘p° Vazap_1 Foérmico | Metanol Te”.‘po Vaza'\o_1 Agua | Metanol Te”.‘po Left Right
(min) | (mL min-") 0.01% (min) | (mL min-") (min)
0 0,45 60 40 0 1,25 95 5 0 1
0,40 0,45 60 40 4,50 1,25 95 5 0,40 2
3,00 0,45 5 95 4,51 1,25 20 80 4,50 1
4,50 0,45 5 95 5,00 1,25 20 80
5,00 0,45 60 40 5,10 1,25 95 5

Uma vez estabelecidas as condicbes para a quantificagcdo das N-
nitrosaminas, foram avaliados os preparos de amostras. O preparo das amostras € a
etapa mais critica na determinagado de N-nitrosaminas, devido a complexidade das
matrizes (agua e esmaltes de unhas) e pelo fato das baixas concentragdes desses

analitos ng L''/ ng kg™' a ng mL"'/ ng g (ppt a ppb, respectivamente).

4.2. Determinagao de N-nitrosaminas em agua
4.2.1. Quantificagao direta por LC-UHPLC-MS/MS

Na analise direta das amostras de agua, o preparo de amostra se resume
na adicdo do PI e filtracdo, o que € um procedimento rapido, sem uso de cartuchos
SPE (que elevam o custo por analise) e dispensa o uso de solventes. Esse
procedimento foi avaliado para verificar os LOQ que seriam possiveis de serem
alcangados. Incialmente ficou evidente que os LOQ seriam dependentes das
propriedades fisico-quimicas de cada N-nitrosamina e do processo de ionizagao na
fonte APCI.

4.2.1.1. Validagao do método — Quantificagao direta por LC-UHPLC-MS/MS
O desenvolvimento do método LC-UHPLC-MS/MS e avaliagao do preparo
de amostra por SPE levou em consideragao os seguintes parametros de validacéo:

faixa linear, linearidade, limites de deteccao e quantificacao, precisao intra e inter-dia
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e exatidao. A validagao foi realizada para as nove N-nitrosaminas: NDELA, NDMA,
NMOR, NDEA, NMEA, NPYR, NPIP, NDBA e NDPLA. O uso do padrao
isotopicamente marcado (surrogate) para cada analito foi essencial para que o método

atingisse os objetivos a que se propde.

4.2.1.2. Faixa linear e linearidade

As curvas analiticas foram construidas no solvente agua em nove niveis de
concentragédo (0,10 - 0,5 - 1,0 — 2,0 — 5,0 — 10,0 — 15,0 — 20,0 — 25,0 ng mL™"),
utilizando 10,0 ng mL"' do PI para avaliagdo da linearidade. Essa faixa ampla foi
selecionada considerando que os LOQ para cada N-nitrosamina ndo € o mesmo (vide
item 4.2.1.3). As curvas analiticas foram construidas plotando as razdées das areas
dos picos nas N-nitrosaminas e das N-nitrosaminas deuteradas em fungdo da
concentragdo do analito (ng mL -'). A Figura 10 ilustra o grafico da curva no solvente
e a Figura 11 o grafico de residuos para as N-nitrosaminas e seus respectivos padroes
internos: NDELA (NDELA-ds), NDMA (NDMA-ds), NMOR (NMOR-d4), NDEA (NDEA-
dto), NMEA (NMOR-ds4), NPYR (NPYR-d4), NPIP (NPIP-d10), NDBA (NMOR-d4) e
NDPLA (NDPLA-d14).

Procedimento A

15-
NDELA

NMOR

10 / NDMA
/ NDEA

Razao de areas analito/PI
(3, ]
1

NPIP
e 3 & NPYR
—
——§ — & §—— NDBA
0- -(‘llnilillll lllllllll frrrnr0roor 1 oo
10 20 ap = DLRLA
-¥- NMEA

Concentragédo (ng mL™)
5

Figura 10: Curvas analiticas para as N-nitrosaminas (0,10 - 25,0 ng mL-') com adigao
do PI na concentragédo de 10,0 ng mL™".
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Figura 11: Grafico de residuos das curvas analiticas para as N-nitrosaminas (0,10 -
25,0 ng mL") com adic¢éo do Pl na concentragdo de 10 ng mL-".

Os parametros estatisticos estdo apresentados na apresentados na Tabela

6.
Tabela 6: Parametros estatisticos para a curva analitica (Procedimento A).
Parametro| NDELA | NDMA | NDEA | NMEA | NMOR | NPIP NPYR | NDBA | NDPLA
0,1182 | 0,0468 | 0,2719 | 0,1256 | 0,0735 | 0,0755 | 0,4214 | 0,2022 | 0,0518
b 0,0069 | 0,0007 | -0,0954 | -0,0138 | -0,0079 | 0,0001 | -0,2391 | -0,0114 | -0,0052
r 0,9968 | 0,9964 | 0,9884 | 0,9984 | 0,9995 | 0,9958 | 0,9909 | 0,9964 | 0,9940
Syix 0,0878 | 0,0365 | 0,3902 | 0,0649 | 0,0203 | 0,0647 | 0,4523 | 0,1520 | 0,0530

m: coeficiente angular; b: coeficiente linear; r: coeficiente de regresséo linear; syx: erro padrédo da curva.

4.2.1.3. Limites de detecgao e quantificagao

Os limites de detecgao (LOD) e quantificagcao (LOQ) para cada uma das N-
nitrosaminas foram estimados para que pelo menos a razao sinal/ruido 3:1 e 10:1,
respectivamente, fossem atingidos. Para algumas N-nitrosaminas valores maiores das
razbes foram considerados em um cendrio mais conservador, avaliando o
cromatograma como um todo e os objetivos do trabalho. Os LOQ e LOD adotados

estdo apresentados na Tabela 6. Na Figura 12 estdo apresentados os cromatogramas
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da NMOR, NDMA, NDELA, NDEA em seus respectivos LOQ (0,10; 1,0; 0,10; 0,50 ng
mL").
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Figura 12: Cromatogramas da NMOR (0,1 ng mL-"), NDMA (1 ng mL-"), NDELA (0,1

ng mL") e NDEA (5 ng mL") em seus respectivos LOQ. Condigdes do LC-UHPLC-
MS/MS conforme descrito no item 3.7

4.2.1.4. Precisao

A preciséao intra-dia foi avaliada para dois niveis de concentragéo 0,50 ng
mL" e 5,0 ng mL" para cada uma das N-nitrosaminas através da fortificagdo das
amostras branco, as quais foram preparadas em cinco replicatas (n=5) independentes
no mesmo dia, pelo mesmo analista e analisadas no mesmo equipamento. A precisdo
inter-dia foi realizada da mesma forma, porém, em dois dias ndo consecutivos e com

trés replicatas (n= 11).
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A equacéao de Horwitz foi utilizada para determinar o coeficiente de variacao
(CV) interlaboratorial. Para as concentragdes de 0,50 ng mL-' e 5,0 ng mL-', a equacéo
de Horwitz preconiza CV de 50,23 e 35,52%, respectivamente. No entanto, esses
valores sao determinados para ensaios realizados em diferentes laboratérios. Devido
ao fato dessas analises terem sido realizadas em um mesmo laboratério, 2/3 do valor
calculado pela equacao de Horwitz foi estabelecido como critério de aceitacdo. Esse
valor representa um CV de 33,5% para a concentragéo de 0,5 ng mL' e 23,7% para
a concentragdo de 5,0 ng mL', sendo considerados adequados ao objetivo do
trabalho. Através dos resultados apresentados na Tabela 7, conclui-se que o método

apresenta repetitividade aceitavel.

4.2.1.5. Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada através de ensaios de recuperacédo de
dois niveis de concentragdo das N-nitrosaminas (0,50 ng mL"' e 5,0 ng mL™")
adicionadas nas amostras, as quais foram preparas em cinco replicatas

independentes (n=5).

Os resultados estdo expressos em porcentagem de recuperagao e estao
apresentados na Tabela 7. Os valores variaram entre 90,9 e 104,4% para todas as N-
nitrosaminas e esses valores foram considerados aceitaveis para esse trabalho,

considerando o nivel de concentragéo e o objetivo do método.



Tabela 7: Parametros de validacdo do método de determinagao de N-nitrosaminas em agua (Procedimento A).

Parametro NDELA NDMA NDEA NMEA NMOR NPIP NPYR NDBA NDPLA
Faixa linear
(ng mL") 0,1-25 1-25 0,5-25 0,5-25 0,1-25 05-25 | 5-25 2-25 0,5-25
Linearidade (r) 0,9925 0,9907 0,9963 0,9943 0,9932 0,9927 0,9943 0,9925 0,9949
Precisao intra-dia (%)
0,5 ng mL- 6,9 * 18,4 9,8 9,9 12,0 * * 10,0
5 ng mL"! 2,6 4,1 7.4 3,4 3,4 2,0 7,9 4,1 24
Precisao inter-dia (%)
0,5 ng mL- 17,7 * 16,1 12,7 9,3 17,1 * * 8,5
5 ng mL"! 6,8 5,1 10,6 4,6 5,2 4,1 7,8 11,9 57
Exatidao (%)
0,5 ng mL- 90,9 * 100,6 101,4 97,7 101,4 * * 99,4
5ng mL"! 104,4 102,2 93,6 100,8 100,8 99,1 100,4 96,0 99,1
LOQ (ng mL") 0,1 1 0,5 0,5 0,1 0,5 5 2 0,5
Sinal-ruido no LOQ 159 17 41 36 30 17 10 47 10
LOD (ng mL™) 0,05 0,3 0,2 0,2 0,05 0,2 2 1 0,2
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* Nao foi possivel estabelecer a precisdo e exatidao para essas N-nitrosaminas nas concentragées adotadas porque o nivel de concentragdo esta abaixo do

LoQ.
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4.2.2. Concentragao dos analitos em cartucho SPE de carvao e quantificagao por
LC-UHPLC-MS/MS

A SPE tem sido muito empregada no preparo de amostras (BIAN et al.,
2021; QIU et al., 2021; TADA; RODRIGUES-SILVA; RATH, 2021; YURCHENKO;
MOLDER, 2006), pois permite realizar um clean-up da matriz da amostra e concentrar
os analitos. Diversas fases estacionarias tém sido usadas como C18, carvao ativado,
HLB, entre outras. O consumo de solventes organicos quando se usa a SPE é baixo,
porém, devido ao numero de etapas que envolvem esse procedimento pode ocorrer a
perda dos analitos, além de consumir tempo no preparo das amostras (ZHONG,; LI,
2017). Neste trabalho como fase sorvente foi selecionado o carvdo de casca de coco
(Supelclean™ Cocunut Carchoal SPE 2 g/6 mL), por ter sido empregado com sucesso
na determinacdo de N-nitrosaminas em agua (MUNCH; BASSETT, 2004; RIPOLLES
et al., 2011; VIZIOLI; HANTAO; MONTAGNER, 2021; WANG et al., 2012, 2011).

A SPE envolve varias etapas criticas tais como a concentragao dos analitos
no cartucho que deve ser realizada de forma controlada para permitir a interagéo dos
analitos com a fase sorvente e a etapa de eluicdo dos analitos da fase em que é

necessario promover a interacao dos analitos com os solventes de eluicéo.

Na literatura é reportado o uso de diclorometano para a eluigdo de N-
nitrosaminas do carvdo casca de coco (MUNCH; BASSETT, 2004; RIPOLLES et al.,
2011; WANG et al., 2012, 2011), porém, a NDELA por ter um carater mais polar, n&o

elui do carvao apenas com esse solvente.

Devido a variagdo de polaridades das N-nitrosaminas avaliadas, foram
avaliadas algumas condigdes de solventes de eluicdo. Além do diclorometano, a
acetona foi selecionada para os testes, devido a sua caracteristica polar e
miscibilidade com o diclorometano. Foram avaliadas quatro diferentes condicées com
os solventes acetona e diclorometano. Uma aliquota de 10 mL de agua foi fortificada
com 10 ng mL"" do mix de N-nitrosaminas e 10 ng mL"" do PI. As amostras foram
percoladas no cartucho de carvao SPE, conforme descrito no item 3.8.1.2, mudando
apenas o solvente de eluigdo. As solugdes avaliadas foram: diclorometano:acetona

1:1 vlv, 3:1 vlv, 1:3 viv e diclorometano. As amostras foram preparadas em duplicatas.

A curva analitica foi construida no solvente agua. A faixa de concentragao

de 25 a 150 ng mL-' com a adigdo de 100 ng mL-"do PI.
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Ao utilizar apenas diclorometano na eluicdo, a NDELA e a NPIP ficaram
retidas no cartucho. Ao eluir os analitos com a solucao de diclorometano:acetona 3:1
v/v.a NDELA permaneceu retida no cartucho. A solugdo de diclorometano:acetona 1:3
v/v possibilitou a eluicdo da NDELA, com uma recuperagao de 68%. No entanto, o
eluente diclorometano:acetona 1:1 v/v levou a uma recuperacdo de 91% para a

NDELA, também favoreceu a eluicdo das demais N-nitrosaminas (Figura 13).
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Figura 13: Recuperacao (%) dos analitos usando diferentes solventes de eluicdo dos
analitos do cartucho SPE. Solugdo padrao fortificada com 100 ng mL"' das N-
nitrosaminas e 100 ng mL-' do PI. Condigdes do LC-UHPLC-MS/MS conforme descrito
em 3.7.

Sendo assim, a solugéo de diclorometano:acetona 1:1 v/v foi selecionada
para eluicao das N-nitrosaminas do cartucho de carvao. Apos a eluigao, os solventes
precisam ser evaporados, pois eles ndo sdo compativeis com a coluna
cromatografica. No entanto os analitos também s&o volateis, tornando essa etapa a
mais critica do processo.
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Inicialmente, a evaporagéao estava sendo realizada sob fluxo de nitrogénio
em banho de agua (30 a 35 °C), porém, foi observado que nao havia repetibilidade
adequada nos resultados. Alguns testes foram realizados fazendo a evaporagéo no
concentrador rotativo a presséo reduzida (40 °C), um sistema que permite controlar a
pressao e a temperatura durante todo o processo. Uma aliquota de 50 uL de metanol

foi adicionada para minimizar a perda dos analitos durante a evaporagao.

Primeiramente foram avaliados dois parametros no uso do concentrador
rotativo: a reducéo da pressdo em relacido a atmosférica e a temperatura. As pressodes
avaliadas foram de 460 mbar (n=4), 600 mbar (n=16) e 740 mbar (n=4), todas a 40
°C. A condicdo que levou a menor dispersao dos resultados e uma aceitavel
recuperacao foi a pressdao de 460 mbar. Nas demais condi¢des, foram observadas

perda de repetibilidade nos resultados (Figura 14).
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Figura 14: Recuperagdo dos analitos em dicolorometano:acetona 1:1 v/iv em
diferentes condigbes. Solugado padrao fortificada com 100 ng mL-! das N-nitrosaminas
e 100 ng mL™" do PI. Condigbes do LC-UHPLC-MS/MS conforme descrito em 3.7.

Posteriormente, foram avaliadas outras condi¢gdes em que a temperatura
foi mantida em 35 °C e a rotagdo em 750 rpm. As variagdes foram realizadas na
pressao reduzida: 450 mbar, 550 mbar e 600 mbar. Os analitos estavam na
concentragdo de 10 ng mL' em diclorometano:acetona 1:1 v/v. Foram avaliadas

quatro replicatas para cada uma das condicdes mencionadas. Os resultados estao
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apresentados na Figura 15, onde é possivel verificar que nas condigdes de 35 °C, 750
rom e 450 mbar, foram obtidos resultados satisfatérios em relagao a recuperacao dos
analitos (10 ng mL-"). Os maiores desvios s&o observados para a NMEA e NDBA, pois
ambas ndo possuem seus proprios Pl deuterados, sendo corrigidas com o uso da
NMOR-ds. Contudo, essas duas N-nitrosaminas sdo menos importantes na analise
das amostras alvo. Cabe ressaltar que dentre o preparo de amostras de N-
nitrosaminas a etapa de evaporagéo dos solventes € a mais longa, dependendo da
quantidade de amostras podem ser necessarias 7 horas apenas para a evaporagao
do solvente de eluicdo.

Evaporagao do solvente

1 35°C, 750 rpm, 600
mbar

20- 1 35°C, 750 rpm, 450
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10
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Figura 15: Concentragcdo dos analitos em fungdo da evaporagédo do solvente de
eluicdo. Solugdo padrio fortificada com 10 ng mL-' das N-nitrosaminas e 100 ng
mL-" do PI. Condigbes do LC-UHPLC-MS/MS conforme descrito em 3.7.

4.2.2.1. Validacao do método - Concentragcao dos analitos em cartucho SPE de
carvao

Para a validagdo do método LC-UHPLC-MS/MS foram avaliados os
seguintes parametros de validagdo: faixa linear, linearidade, limites de detecgéo e
quantificacao, precisao intra- e inter-dia e exatidao. A validacao foi realizada para as

nove N-nitrosaminas: NDELA, NDMA, NMOR, NDEA, NMEA, NPYR, NPIP, NDBA e
NDPLA.
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4.2.2.2. Faixa linear e linearidade

As curvas analiticas foram construidas no solvente agua em cinco niveis
de concentragédo (0,10 — 0,50 — 1,0 — 1,5 — 2,0 ng mL-"), utilizando 1,0 ng mL-'do PI
para avaliacdo da linearidade. As curvas analiticas foram construidas plotando as
razoes das areas dos picos nas N-nitrosaminas e das N-nitrosaminas deuteradas em
funcdo da concentragdo do analito (ng mL™"). As Figuras 16 e 17 ilustram os
respectivos graficos da curva no solvente e os graficos de residuos para a NDELA,
NDMA, NMOR, NDEA, NMEA, NPYR, NPIP, NDBA e NDPLA.

Procedimento B - concentracao SPE
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Figura 16: Curvas analiticas para as N-nitrosaminas (0,10 - 2,0 ng mL"") com adigdo
do PI na concentragdo de 1,0 ng mL-"
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Figura 17: Grafico de residuos das curvas analiticas para as N-nitrosaminas (0,10 -
2,0 ng mL") com adigdo do Pl na concentragéo de 1,0 ng mL-".

4.2.2.3. Limites de detecc¢ao e quantificagao

Os limites de detecgao (LOD) e quantificagcao (LOQ) para cada uma das N-
nitrosaminas foram estimados a partir da razao sinal/ruido 3:1 e 10:1, respectivamente
e estdo apresentados na Tabela 8. Do mesmo modo, como descrito anteriormente foi
adotado uma avaliagao conservadora e por isso os LOQ selecionados de algumas N-

nitrosaminas apresentam uma razao sinal/ruido maior do que 10.

4.2.2.4. Precisao

A precisao intra-dia foi obtida para dois niveis de concentragédo 0,10 ng e
1,0 ng mL-' para cada uma das N-nitrosaminas através da fortificagdo das amostras,
as quais foram preparadas em cinco replicatas (n=5) independentes no mesmo dia,
pelo mesmo analista e analisadas no mesmo equipamento. A precisao inter-dia foi

realizada da mesma forma, porém, em um outro dia com mais cinco replicatas (n =10).
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A equacéao de Horwitz foi utilizada para determinar o coeficiente de variacao
(CV) interlaboratorial. Para as concentragdes de 0,10 ng mL-'e 1,0 ng mL-", a equacgéo
de Horwitz preconiza um CV de 64,0 e 45,2%, respectivamente. No entanto, esses
valores sao determinados para ensaios realizados em diferentes laboratérios. Devido
ao fato dessas analises terem sido realizadas em um mesmo laboratério, 2/3 do valor
calculado pela equacao de Horwitz foi estabelecido como critério de aceitacdo. Esse
valor representa um CV de 42,7% para a concentragéo de 0,10 ng mL-' e 30,3% para
a concentragdo de 1,0 ng mL-', sendo considerados adequados ao objetivo do
presente trabalho. A precisao intra-dia da NMEA ficou pouco acima do valor
estabelecido, 37%, no entanto essa N-nitrosamina nao tem seu préprio Pl, o que pode
ter afetado o resultado, além do mais esse analito ndo € um dos mais importantes
para esse trabalho. Para os demais analitos, pode-se dizer que o método apresentou
repetitividade, pois os valores ficaram abaixo do estabelecido pela equagédo de
Horwitz. Os resultados estdo expressos como as estimativas dos desvios padréao
relativo (RSD) na Tabela 8.

4.2.2.5. Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada através de ensaios de recuperacédo de
dois niveis de concentragdo das N-nitrosaminas (0,10 ng mL" e 1,0 ng mL™")

adicionadas nas amostras branco, as quais foram preparas em cinco replicatas (n=5).

Os resultados estao expressos em porcentagem de recuperagao na Tabela
8. Com excecao da NMEA, NDBA e NPYR as demais N-nitrosaminas apresentaram
uma faixa de exatidao variando entre 83,5 e 131,1% considerando o processo de
preparo de amostras e a concentragcdo dos analitos nas amostras. A NMEA e NDBA
nao possuem seus proprios Pl na solugdo mix utilizada, o que pode ter afetado a
quantificacédo desses analitos. Embora a NPYR tenha apresentado exatidao de 146%,
esse analito ndo € de relevancia para esse trabalho. De modo geral, foi possivel
diminuir os LOQ quando comparado com o Procedimento A. Os resultados obtidos
estao apresentados na Tabela 8.
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Tabela 8: Parametros de validacdo do método de determinagdo de N-nitrosaminas em agua (com concentracdo no SPE,
Procedimento B).
Parametro NDELA NDMA NDEA NMEA NMOR NPIP NPYR NDBA NDPLA
F?:;an"'t_?)ar 1-2,0 0,1-2,0 0,1-2,0 1-2,0 0,1-2,0 0,5-2,0 0,1-2,0 1-2,0 0,1-2,0
Linearidade (r) 0,9996 0,9998 0,9999 0,9997 0,9999 0,9997 0,9999 0,9995 0,9999
Precisao intra-dia (%)
0,1 ng mL" * 16,8 18,1 * 2,1 * 13,1 * 13,0
1 ng mL" 8,6 6,3 7.1 37,6 2,3 4,1 3,5 13,6 6,1
Precisao inter-dia (%)
1 ng mL" 1,6 1,8 4,9 7.0 1,5 2,2 3,0 10,3 2,6
Exatidao (%) * 131,1 98,5 * 116,2 * 146,1 . 114,9
/ nggml__1 84,4 95,6 83,5 54,5 103,8 108,4 102,6 19,6 88,7
LOQ (ng mL") 1 0,1 0,1 1 0,1 0,5 0,1 1 0,1
Sinal-ruido no LOQ 626 107 236 1289 464 22 18 15 677
LOD (ng mL") 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05

* Nao foi possivel estabelecer a preciséo e exatidao para essas N-nitrosaminas nas concentracdes adotadas.
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Apds a validagdo do método empregando para a quantificagdo dos analitos
curvas em que os analitos em cada nivel de concentragdao foram percolados em
cartucho SPE (curva matrizada), foi preparada uma curva no solvente sem realizar a
concentragdo no cartucho. O objetivo foi avaliar a possibilidade de usar a
padronizacao interna em solvente para a quantificacdo das amostras concentradas
em cartuchos, uma vez que os padrdes internos iriam corrigir as perdas ou variagdes
no preparo de amostras. Isso seria vantajoso pois iria melhorar a frequéncia analitica

e ao mesmo tempo requerer menor quantidade de consumiveis 0 que reduz custos.

A faixa de concentragéo avaliada foi de 0,10 a 2,0 ng mL™" para cada N-
nitrosamina (fator de concentracdo de 100 vezes) e Pl na concentragdo de 1,0 ng
mL- ' (Procedimento B). Essas concentragdes representariam a curva no solvente com
a concentragdo de 10 a 200 ng mL-' e 100 ng mL-"do PI. Ao comparar as inclinagdes
das curvas (Tabela 9), ndo foram encontradas diferengas significativas para os
coeficientes angulares das curvas analiticas no solvente e percoladas no cartucho a
um nivel de confianga de 95% (teste t pareado) para a NDELA, NDMA, NDEA, NMOR,
NPIP, NDPLA e NDBA. Para a NPYR e NMEA a diferenga foi significativa. No caso

da NMEA a falta do padrao deuterado deve causar essa diferenca.

Considerando os resultados de forma global, conclui-se que as curvas no
solvente podem ser utilizadas para quantificar as N-nitrosaminas nas amostras de
agua que foram concentradas por SPE off-line, agilizando o processo e reduzindo o
uso de solventes e consumiveis. No entanto, cabe destacar que esse procedimento é

apenas viavel quando se usa a padronizagao interna com o Pl do analito (surrogate).



89

Tabela 9: Coeficientes angular, linear e de correlagao linear para as curvas analiticas usando LC-UHPLC-MS/MS (Curva analitica)
e SPE+ LC-UHPLC-MS/MS (Procedimento B).

Curva analitica - Faixa de concentragido de 10 a 200 ng mL"!

Parametro NDELA? NDMAa NDEA? NMEAC° NMOR? NPIP2 NPYRe NDBA? NDPLAa
m 0,0593 0,0052 0,0061 0,0118 0,0092 0,0129 0,0538 0,0470 0,0052
b -0,1917 0,0136 0,0112 0,0290 0,0014 0,0296 -0,0328 -0,0445 0,0005
r 0,9981 0,9994 0,9998 0,9995 0,9999 0,9991 0,9998 0,9992 0,9999
Syix 0,2731 0,0130 0,0093 0,0279 0,0091 0,0407 0,0659 0,1434 0,0659

Procedimento B — Faixa de concentragéo de 0,10 a 2,0 ng mL""

(fator de concentragdo 100 vezes = 10 a 200 ng mL™")

m/100 0,0562 0,0054 0,0061 0,0148 0,0089 0,0122 0,0559 0,0497 0,0045
b -0,1094 0,0153 0,0129 0,0561 -0,0026 0,0772 0,0248 -0,1556 0,1248
r 0,9773 0,9997 0,9999 0,9971 0,9999 0,9998 0,9998 0,9884 0,9790
Syix 1,068 0,0117 0,0057 0,0989 0,0094 0,0184 0,0816 0,6706 0,0820

m: coeficiente angular; b: coeficiente linear; r: coeficiente de regresséao linear; syx: erro padrdo da curva. a: inclinagdes das curvas analiticas ndo diferem
significativamente a um nivel de confianga de 95%; c: inclinagdes das curvas analiticas diferem significativamente a um nivel de confianga de 95%.
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4.3. Esmaltes de unhas
A matriz dos esmaltes de unhas é complexa e muito variada. O numero de
substancias e a quantidade na composicdo da formulacdo varia de acordo com o

fabricante e tipo de esmaltes de unhas.

Neste trabalho foi realizado um levantamento com 30 esmaltes
pertencentes a 12 diferentes marcas foram encontradas no total 131 diferentes
matérias primas. Todas as informagdes foram retiradas dos rétulos nas embalagens.
Uma amostra de esmalte tinha a informagao no rétulo da presenca de 31 diferentes

compostos quimicos.

Algumas matérias primas sdo comumente encontradas nos esmaltes de
unhas, independentemente do tipo do esmalte, pois geralmente se trata de matérias
primas base para a formag&o do produto. Nos 30 esmaltes avaliados essas matérias
primas foram as seguintes (quantidade de esmaltes): acetato de etila (29), acetato de
butila (29), alcool isopropilico (28), nitrocelulose (28) acetiltributilcitrato (21) e
esteralcbnio de hectorita (17). Os dados do levantamento completo estéo

apresentados no Anexo II.

Nas Tabelas 10 a 12 estdo apresentadas as matérias primas presentes nos
esmaltes de unhas analisados, dentre esses, o Esmalte A € o que possui maior
quantidade de matérias primas em sua composicao, totalizando 23 substancias
diferentes. Esse resultado evidencia a necessidade do clean-up durante o preparo das
amostras. Na Tabela 13 consta o numero de substancias presentes em cada um

desses esmaltes.



Tabela 10: Matérias primas presentes na formulacado dos esmaltes de unhas analisados.

91

Acetato | Acido Alcool Cetona | Citrato | Copolimero
N
o w =
< |0 Z |5 g O Extrato
age p” < O o - 4 ~_| = 9 — - - = < A = .
Codificagdo | < | | 6| 0| Q| O |'E |Aumina [BHT | S | & |®| 5 | < | E Qg |Esteralconio | pyyeeiyiose | de Flor | Flogopita
doesmalte | = | F | J | ¢ olw|o F| T |F| @|=|00Z| deHectorita Orchis | Sintética
E g <§t =R 2 E 3 % | 5 | (<_) Mascula
Ol =2 o < | N E Flg|o%%m
°la Z 0 a
a | <
A X | X |- X]-]1-1X X - X | X [ X] X | X X X - - X
C X | X -]1-1X]|-1X - - |[PC| - | X PC - X - - -
D X | X[ -]-[X|X[X - X - - | X ] - - - - X X -
E X | X[ X]|-[X|X]|X - - - - | X] - [PC - X PC - PC
Tabela 11: Matérias primas presentes na formulacado dos esmaltes de unhas analisados (continuacao).
Ftalico Resina
a S _o
o
Codificagao 8 = E% Hidroxido Neopentil Oleo de 5 Oxido Polietileno g > <EI SE
¢ o e j = de P Nitrocelulose | Semente | Oleo de Soja de Pigmentos - O | X | J| =02
doesmalte | £ J| T = . Glicol . Oxidado | WL |O | &7 | < =
O Sw Aluminio Girassol Estanho oo || d <
ZEL3 = -l o=
<+ WS 8 2| O %
T o - - hd
- w
A X - X X X - - - PC X X1 -1X -
C - - PC - X - - - PC - - - |- X
D - - - - X X X - X - - -] - X
E - PC - PC X - - X X - - |- X




Tabela 12: Matérias primas presentes na formulagdo dos esmaltes de unhas analisados (continuacéo).

Silica
[e]
) [
= S w 2w <
e . .. . | 00 <0 <00 =
Codificagao do Rosmarinus Officinalis | S » (] o9 (5] o= - <
= 59 = 53 9= 7 3) Tolueno
esmalte Leaf s =0 =Jds =
=) (@) n << O n < =) | :'
<3 DO: . g o w
g @ @ =
(=)
A - - X X - X -
C - X - - X - X
D X - - - - - -
E - - - - X PC -

PC: pode conter; X: possui a substancia; -: ndo possui a substancia

Tabela 13: Quantidade de substancias presentes nos esmaltes analisados (informagdes de rétulo).

Codificagao do esmalte Quantidade de substancias
A 23
C 11
D 15
E 13




93

4.3.1. Preparo de amostras de esmaltes de unhas usando extragao com solvente

Para o preparo de amostras foram realizados diversos testes (Testes 1 a 5,
vide 3.8.3.1), os quais estdo sumarizados a seguir. Todos os ensaios foram realizados
com amostras fortificadas com as N-nitrosaminas com 100 ng g' e 100 ng g' de PI.

As analises foram realizadas em duplicata.

Teste 1: massa da amostra 0,5 + 0,02 g (Esmalte D), solvente extrator:

solugdo agua:metanol:acido formico 94:5:1v/vlv;

Teste 2: massa da amostra 0,3, 0,4 ou 0,5 £ 0,02 g (Esmalte D), solvente

extrator: solugdo agua:metanol:acido férmico 94:5:1 v/ivlv;

Teste 3: massa da amostra 0,5 g + 0,02 (Esmalte D), solvente extrator:
solugdo agua:metanol:acido férmico 89:10:1 v/v/v ou solugdo agua:metanol:acido
formico 94:5:1 vivlv;

Teste 4: massa da amostra 0,5 g + 0,02 (Esmalte D), solvente extrator:

solugao agua:metanol 95:5 v/v ou solugao agua:metanol:acido formico 94:5:1v/vlv;

Teste 5: massa da amostra 0,5 g + 0,02 (Esmalte D), solvente extrator:

agua ou solugdo agua:metanol:acido férmico 94:5:1v/v/v.
A seqguir sao apresentados os resultados.

Teste 1: Os resultados da eficiéncia de extragao (recuperacéao, %) obtidos
para cada N-nitrosamina estdo apresentados na Figura 18. A curva analitica foi
construida no solvente agua e a faixa de concentragdo foi de 25 a 150 ng g-!, com a
adigdo de 100 ng g do PI.



94

150-
B3 NDELA

q 1 NDMA

o 100- =1 NMOR

& =31 NDEA

D

Q.

S 5- = NPIP

ks B NPYR

0 | I |

\?‘\a\ ¥ F &
\9@ ‘@0 N

N-nitrosaminas

Figura 18: Recuperacao (%) dos analitos nas amostras do Esmalte D fortificadas com
100 ng g' de cada N-nitrosamina e 100 ng g-! do PI. Condigdes do LC-UHPLC-MS/MS
conforme descrito no item 3.7.

As N-nitrosaminas mais importantes de serem controladas em esmaltes de
unhas sdo a NDELA, NDMA, NMOR e NDEA, uma vez que existem relatos da
presenca destas em esmaltes e foram, portanto, o foco principal neste trabalho. A
NDELA apresentou recuperacédo de 79%, a NDMA 101%, NMOR 124% e NDEA
120%. As demais N-nitrosaminas apresentaram as seguintes recuperagdes: NPIP
101% e NPYR 87%. N&o foi possivel recuperar a NDPLA, NDBA e NMEA com as
condi¢gdes empregadas nestes testes. Em relacdo ao formato dos picos, a NDELA
apresentou ruidos na linha de base na transicdo de quantificacdo e uma leve
deformagdo do pico. As demais N-nitrosaminas apresentaram picos simétricos e

adequados para a quantificagao.

Esse primeiro ensaio foi adaptado da referéncia disponivel na literatura
(EUROPEAN NETWORK OF OFFICIAL COSMETICS CONTROL LABORATORIES -

OCCLS, 2020). Alguns testes adicionais foram realizados na tentativa de melhorar a
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recuperacao e formato de pico da NDELA. Sendo assim, foram realizados mais quatro

testes alterando a composicao do solvente extrator ou massa de amostra.

Teste 2: realizado com o Esmalte D e diferentes quantidades de amostra:
0,3; 0,4 ou 0,5 g. Como solvente extrator foi empregada uma solugéo
agua:metanol:acido férmico 94:5:1v/v/v. Os resultados (recuperagéo, %) obtidos para

cada N-nitrosamina estdo apresentados na Figura 19.
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Figura 19: Recuperagédo (%) dos analitos em fungdo da variagdo da massa das
amostras do Esmalte D fortificadas com 100 ng g de cada N-nitrosamina e 100 ng g
' do PI. Condigbes do LC-UHPLC-MS/MS conforme descrito no item 3.7.

Ao variar a massa da amostra 0,3; 0,4 e 0,5 (= 0,02) g, a NMOR
apresentou as maiores variagdes de recuperacao: 95, 117 e 124%, respectivamente.
As recuperacgdes para as demais N-nitrosaminas nao variaram de forma significativa,
o que indica que a massa da amostra neste intervalo ndo afeta a eficiéncia de extracao

dos analitos alvos.

As recuperacgdes (%) obtidas foram as seguintes, variando a massa da
amostraem 0,3; 0,4 e 0,5 (£ 0,02) g, respectivamente: NDELA (79, 76 e 79%), NDMA
(104, 104 e 101%), NDEA (122, 117 e 120%), NPIP (104, 104 e 101%) e NPYR (80,

84 e 87%). Os formatos dos picos ndo apresentaram variagdes significativas ao variar
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a massa das amostras. Dessa forma, foi selecionada a massa de 0,5 (+ 0,02) g de

amostra para permitir alcangar limites de quantificagdo menores.

Teste 3: realizado com o Esmalte D e como solvente extrator foi empregada
uma solugdo agua:metanol:acido férmico 89:10:1v/v/iv. ou wuma solugao
agua:metanol:acido férmico 94:5:1 v/v/v. Os resultados (recuperacgéo, %) obtidos para

cada N-nitrosamina estdo apresentados na Figura 20.
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Figura 20: Recuperagao (%) dos analitos em fungéo da variagdo da porcentagem de
metanol na solugéo extratora. Amostras do Esmalte D fortificadas com 100 ng g™' de
cada N-nitrosamina e 100 ng g' do PI. Condigdes do LC-UHPLC-MS/MS conforme
descrito no item 3.7.

A variacédo de 5 para 10% de metanol na solugédo extratora ndo causou
variagdes consideraveis nas recuperagdes dos analitos. As recuperacdes obtidas
foram: NDELA (79 e 74%), NDMA (101 e 99%), NMOR (124 e 119%), NDEA (120 e
111%), NPIP (101 e 104%) e NPYR (87 e 101%) ao usar 5 e 10% de metanol,
respectivamente. Em relacdo aos formatos dos picos, a NDELA apresentou muitos
ruidos na linha de base quando 10% de metanol foi utilizado na extragcéo, o que pode
ser decorrente da coextracdo de compostos da matriz com as mesmas transicées m/z
do analito. Portanto, dentre as duas situacdes avaliadas, o uso de 5% de metanol na

solucdo extratora apresentou as melhores condigdes.
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Teste 4: realizado com o Esmalte D e como solvente extrator foi empregada
uma solugdo agua:metanol 95:5 v/v ou solugdo agua:metanol:acido férmico
94:5:1v/v/v. Os resultados (recuperacéo, %) obtidos para cada N-nitrosamina est&o

apresentados na Figura 21.
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Figura 21: Recuperacéo (%) dos analitos em funcdo do uso do acido férmico na
solugdo extratora. Amostras do Esmalte D fortificadas com 100 ng g' de cada N-
nitrosamina e 100 ng g do PI. Condigbes do LC-UHPLC-MS/MS conforme descrito
no item 3.7.

A solucao extratora sem o uso do acido formico nao afetou a recuperacao
dos analitos. Os resultados de recuperagdo com ou sem o uso do acido formico foram
os seguintes, respectivamente: NDELA (79 e 88%), NDMA (101 e 89%), NMOR (124
e 117%), NDEA (120 e 117%), NPIP (101 € 95%) e NPYR (87 e 78%). Em relagéo ao
formato dos picos, a NDELA apresentou ruidos na linha de base ao utilizar o acido
férmico na extragao, portanto a extracdo sem acido férmico foi considerada a melhor

condicdo para a NDELA.
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Teste 5: realizado com o Esmalte D, massa da amostra 0,5 (= 0,02) g e o
solvente extrator foi agua ou uma solugdo agua:metanol:acido férmico 94:5:1v/v/v. Os
resultados (recuperacéao, %) obtidos para cada N-nitrosamina estdo apresentados na

Figura 22.
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Figura 22: Recuperagao (%) dos analitos em funcdo do uso do solvente de extragao.
Amostras do Esmalte D fortificadas com 100 ng g-' de cada N-nitrosamina e 100 ng g-
' do PI. Condigdes do LC-UHPLC-MS/MS conforme descrito no item 3.7.

Os resultados de recuperacédo (%) utilizando a solugdo extratora ou agua,
respectivamente, foram os seguintes: NDELA (79 e 109%), NDMA (101 e 97%),
NMOR (124 e 117%), NDEA (120 e 123%), NPIP (101 € 92%) e NPYR (87 € 69%).

Dentre as N-nitrosaminas avaliadas, a NDELA foi a unica detectada no
Esmalte D, na concentragdo estimada de 23 ng g-'. A N-nitrosamina mais comumente
encontrada em cosméticos € a NDELA e geralmente em maiores concentragées em

relacdo as demais, portanto é a N-nitrosamina de maior interesse.

As extragdes realizadas com a solucao extratora variando metanol e acido
férmico mantiveram a recuperagdo da NDELA em torno de 79 a 90%. A extragéo
utilizando agua (solvente mais polar) além de aumentar a recuperagdao da NDELA de
79 para 109%, promoveu melhora no formato do pico cromatografico quando

comparado com o uso da solugdo extratora contendo metanol. O uso de metanol e
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acido férmico na solugdo extratora pode ter extraido além dos analitos, alguns
interferentes presentes na matriz. Na Figura 23 estdo apresentados os

cromatogramas da NDELA referente aos testes.
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Figura 23: Cromatogramas de recuperacédo da NDELA e
NDELA-d8 no Esmalte D em funcdo da variacdo da
composi¢ao da solugao extratora.

Um preparo adicional da amostra utilizando a SPE também foi avaliado com
o intuito de realizar um clean-up e, consequentemente, minimizar a coeluicido de

concomitantes nos tempos de retencao dos analitos, além de reduzir o LOQ.

4.3.2. Preparo de amostras de esmaltes de unhas usando extragao com solvente
seguido de SPE

Na literatura ndo foram encontradas referéncias do uso da SPE para o
preparo de amostras de esmaltes de unhas. Dessa forma, o preparo das amostras foi

baseado no preparo das amostras de agua.

As amostras de esmaltes de unhas selecionados para avaliar esse preparo
de amostras foram esmaltes comerciais: uma base com coloragdo (Esmalte B),
escolhido por ter composi¢cao mais simples que os demais, porém, com coloragao.
Uma base incolor (Esmalte D), esmalte do pool no qual foram realizados os demais

testes e um esmalte infantil a base de agua com coloragao (Esmalte F).
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Uma aliquota do esmalte (0,5 + 0,02 g, com precisdo de +0,0001 g) foi
fortificada com 20 ng g' das N-nitrosaminas e 20 ng g' do PI. Foi realizada uma
extracao liquido-liquido assistida por ultrassom (tempo de 10 min) utilizando como
solvente extrator 25 mL de agua:metanol 80:20 v/v. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 4186 g durante 10 min. O sobrenadante foi percolado no cartucho de
carvao SPE, conforme descrito no item 3.8.1.2. A curva analitica foi construida no
solvente agua. A faixa de concentragdo foi de 1,0 a 20 ng mL-' com 10 ng mL-' do PI.

Os resultados das recuperacdes para cada N-nitrosamina estdo apresentados na
Figura 24.

Pela analise da Figura 24 é possivel verificar que a composi¢ao do esmalte
afeta a recuperagao dos analitos. Os valores de recuperacéo (%) para cada analito
estao apresentados na Tabela 14.
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Figura 24: Recuperacéo (%) dos analitos em diferentes esmaltes de unhas. Amostras
dos esmaltes B, D e F fortificadas com 20 ng g™' das N-nitrosaminas e 20 ng g' do
Pl. Condi¢des do LC-UHPLC-MS/MS conforme descrito em 3.7.
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Tabela 14:Valores de recuperacao (%) das N-nitrosaminas para os Esmaltes
B,DeF

Recuperagao (%)

NDELA NDMA | NMOR NDEA NPIP NPYR NDPLA NDBA
Esmalte B 110,0 92,4 103,2 94,4 * 126,5 40,2 nd
Esmalte D 102,0 87,2 92,3 100,3 * 84,6 76,5 54,4
Esmalte F 99,8 116,7 103,7 75,5 129,2 * * 165,1

*Nao foi possivel recuperar o analito na concentrac¢do adicionada. nd = ndo detectada.

O ensaio realizado com trés diferentes esmaltes teve o intuito de avaliar o
comportamento das diferentes matrizes diante do preparo de amostras utilizando a
SPE. Dentre as N-nitrosaminas de interesse, as recuperacdes ficaram dentro do
esperado, proximo de 100%, com excecdo da NDEA no Esmalte F que teve uma
recuperacao de 75,5%. Em relacdo aos demais analitos, s6 foi possivel recuperar a
NPIP no Esmalte F, no entanto a recuperagédo de 129,2% indica que possivelmente
um concomitante da matriz possa ter levado a um incremento da ionizacdo da
molécula na fonte de ionizagdo. O mesmo foi observado para a NPYR no Esmalte B,
em que a recuperacao foi de 126,5%. Ja no Esmalte F n&o foi possivel recuperar esse
analito. Menos da metade da concentracdo adicionada de NDPLA foi recuperada no
Esmalte B (40,2%) e, no Esmalte F, ndo foi possivel recuperar esse analito. A
recuperacao de NDBA foi de 54,4% no Esmalte D, 165,1% no Esmalte F e no esmalte
B nao foi recuperada. Esses resultados indicam que a composicdo do esmalte afeta
na quantificagcdo e cabe ressaltar que ndo se tem o padrao deuterado dessa N-
nitrosamina que prejudica a quantificagdo, mesmo usando duas transigbes para
confirmacéao de identidade. Nao foi possivel recuperar a NMEA em nenhuma das trés
amostras de esmaltes de unhas analisadas. Essa N-nitrosamina também foi
quantificada por um Pl de estrutura diferente o que compromete a quantificacédo. Nao
foi detectada a presenga de qualquer uma das N-nitrosaminas em estudo nos
esmaltes B e F. No entanto, foi detectada a presengca da NDELA no Esmalte D na
concentragdo de 23 ng g-'. Os resultados indicam que o método desenvolvido apenas
€ confiavel para a determinagdo de NDELA, NDMA, NDEA e NMOR em esmaltes de

unhas e, portanto, foi validado para esses analitos.
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4.3.3. Validagao do método - esmalte de unhas usando a extragao por solvente
seguida de SPE e quantificagao por LC-UHPLC-MS/MS

A validagdo do método LC-UHPLC-MS/MS para a determinacdo de
NDELA, NDMA, NMOR e NDEA em esmaltes de unhas compreendeu na avaliacédo
dos seguintes parametros de validagao: faixa linear, linearidade, limites de detecgéao
e quantificagao, precisao intra- e inter-dia e exatidao. Devido a auséncia de uma matriz
branco de esmalte de unhas que fosse representativa, foi necessario escolher um
esmalte para realizar os ensaios. Para tanto, foi selecionado o Esmalte D por esse
possuir menor quantidade de matérias primas em sua composicao. Na validacao cada
N-nitrosaminas alvo foi quantificada usando seu padrédo isotopicamente marcado
(surrogate) e a curva analitica no solvente agua (sem o preparo de amostra usando o
cartucho SPE).

4.3.3.1. Faixa linear e linearidade

Para avaliar a linearidade e faixa linear da curva analitica para a
quantificacdo, o esmalte foi substituido por agua. As curvas analiticas foram
construidas em cinco niveis de concentragdo: 20,0 — 30,0 — 40,0 — 50,0 — 80,0 ng g'',
utilizando 40,0 ng g'do PI para avaliagdo da linearidade. As curvas analiticas foram
construidas plotando as razdes das areas dos picos nas N-nitrosaminas e das N-
nitrosaminas deuteradas em fungdo da concentragdo do analito (ng mL-"). As Figuras
25 e 26 ilustram os respectivos graficos da curva no solvente e graficos de residuos
para a NDELA, NMOR, NDMA, NDEA.
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Figura 25: Curvas analiticas para as N-nitrosaminas (20 — 80 ng g') com adig&o do
Pl na concentragéo de 40 ng g™
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Figura 26: Grafico de residuos das curvas analiticas para as N-nitrosaminas (20 - 80
ng g') com adigéo do PI na concentragdo de 40 ng g™'.
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Os parametros estatisticos das curvas analiticas estdo apresentados na
Tabela 15.

Tabela 15: Parametros estatisticos das curvas analiticas

Paréametro NDELA NDMA NDEA NMOR
0,0530 0,0277 0,0333 0,0322

b -0,0571 0,0132 - 1,887x10% 0,0048

r 0,9976 0,9956 0,9961 0,9963

Syix 0,0405 0,0289 0,0325 0,0367

m: coeficiente angular; b: coeficiente linear; r: coeficiente de regressao linear; syix: erro
padrao da curva.

4.3.3.2. Limites de detecgao e quantificagao
Os limites de detecgao (LOD) e quantificacao (LOQ) para cada uma das N-
nitrosaminas foram estimados a partir da razao sinal/ruido 3:1 e 10:1, respectivamente

e estdo apresentados na Tabela 16.

O LOD estimado para o Esmalte D foi de 7 ng g™, no entanto, esse valor
precisa ser avaliado para cada amostra devido a influéncia da matriz. Na Figura 27
estdo apresentados os cromatogramas da NDELA, NMOR, NDMA, NDEA e seus
respectivos Pl na concentragdo do LOQ (20 ng g') para o esmalte D. O LOQ de 20
ng g foi adotado como adequado para o método, mesmo tendo uma raz&o sinal-ruido
maior do que 10 para todos os analitos. O pico cromatografico da NDEA foi circulado
para evidencia-lo dos concomitantes que foram coeluidos da matriz do esmalte de

unhas.
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Figura 27: Cromatogramas da NDELA, NDELA-d®, NDMA, NDMA-ds, NMOR,
NMOR-d4, NDEA e NDEA-ds na concentragdo de 20 ng g' (LOQ) no Esmalte D.

4.3.3.3. Precisao

A preciséo intra-dia foi avaliada para dois niveis de concentragdo 20 ng g™’
e 40 ng g *! para cada uma das N-nitrosaminas através da fortificagdo do Esmalte D
com NDELA, NDMA, NMOR e NDEA. As amostras foram preparadas em cinco
replicatas (n=5) independentes no mesmo dia, pelo mesmo analista e analisadas no
mesmo equipamento. A precisao inter-dia foi realizada da mesma forma, porém, em

um segundo dia ndo consecutivo e em trés replicatas (n=8).

A equacéao de Horwitz foi utilizada para determinar o coeficiente de variacao
(CV) interlaboratorial. Para as concentragdes de 20 ng g™' e 40 ng g', a equacgéo de
Horwitz preconiza CV de 28,8 e 26,0%, respectivamente. No entanto, esses valores
sao determinados para ensaios realizados em diferentes laboratérios. Devido ao fato
dessas analises terem sido realizadas em um mesmo laboratério, 2/3 do valor
calculado pela equacéo de Horwitz foi estabelecido como critério de aceitagdo. Esse
valor representa CV de 19,2% para a concentragido de 20 ng g' e 17,3% para a
concentragédo de 40 ng g, sendo considerados adequados ao objetivo do presente
trabalho. Os resultados dos coeficientes de variacdo ficaram dentro do valor
preconizado pela equacao de Horwitz, indicando que o método possui repetitividade
apropriada para os objetivos a que se propde. Os resultados estdo expressos como

as estimativas dos desvios padrao relativo (RSD) e estdo apresentados na Tabela 16.



107

4.3.3.4. Exatidao
A exatiddo do método foi avaliada através de ensaios de recuperacédo de
dois niveis de concentragdo das N-nitrosaminas (20 ng g™' e 40 ng g') adicionadas no

Esmalte D. As amostras foram preparas em cinco replicatas independentes.

Os resultados estao expressos em porcentagem de recuperagao na Tabela
16. A exatidao ficou em uma faixa de 87,3 a 137,5% para as N-nitrosaminas avaliadas.
Considerando a complexidade da matriz e os niveis de concentracio, pode-se afirmar

que os valores sao aceitaveis.

Tabela 16: Parametros de validagdo do método de determinacao de N-nitrosaminas
em esmaltes de unhas.

Parametro NDELA NDMA NDEA NMOR
Fa(";;_'é'_}‘)*a’ 20,0-80,0 20,0-80,0 20,0-80,0 20,0-80,0
Linearidade (r) 0,9999 0,9958 0,9987 0,9977
Precisao intra-dia (%)
20 ng g! 10,3 52 7.4 4,7
40 ng g 55 1,5 4,6 3,7
Precisao inter-dia (%)
20 ng g! 10,6 7,2 6,9 4,1
40 ng g’ 5,1 3,8 10,3 2,9
ida 0,
Ex;(t)nﬂgc;_(1k) 90,2 137,5 119,4 110,5
i 87,3 118,7 110,5 107,1
40 ng g™
LOQ (ng g”) 20 20 20 20
LOD (ng g*) 7 7 7 7

Apés analise dos resultados, o método desenvolvido foi considerado

adequado para a determinacdo de NDELA, NDMA, NMOR e NDEA no Esmalte D.

5. Andlises das amostras de esmaltes de unhas

O método validado para o Esmalte D (descrito no item 3.9.3.) foi usado para
a analise de mais cinco amostras de esmaltes de unhas. Devido ao possivel efeito
matriz, foi avaliada a exatiddo mediante fortificagdo das amostras e um nivel de
concentracgéo (40 ng g™') e calculada a recuperagdo. As amostras foram preparadas
em quatro replicatas, sendo duas fortificadas com 40 ng g-' de N-nitrosaminas para
avaliar a recuperacdo. A padronizagao interna (usando surrogate) foi utilizada para a
quantificacdo dos analitos.
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Alguns critérios foram adotados para realizar a quantificagdo das N-
nitrosaminas nas amostras. Além da necessidade do padrdo interno deuterado
também foi utilizado um ion de confirmagdo de identidade para cada analito. Um
resultado é considerado positivo quando o formato dos picos do ion de quantificacéo,
ion de confirmacdo de identidade e ion de quantificacdo do padrdao deuterado
possuem o mesmo perfil cromatografico, mesmo tempo de retengdo e a razéo de
areas do ion de quantificacao/ ion de confirmacao de identidade devera ser constante
entre o nivel de concentragdo no solvente e nas amostras. Os cromatogramas das

amostras estao apresentados no Anexo lll.

Os resultados das analises dos esmaltes foram expressos como o valor
médio * incerteza expandida (U). A incerteza expandida foi calculada conforme
Equacbes 3, 4 e 5 descritas no item 3.8.3.3. Os resultados estdo apresentados na
Tabela 17.

Tabela 17: Concentragdo média (n=2) de N-nitrosaminas em ng g + incerteza
expandida (U) com um fator de abrangéncia (k=2) e um nivel de confian¢a de 95%.

Concentragdo média + U (ng g)
Amostra NDELA NDMA NMOR NDEA
Esmalte A 77+ 14 102+ 8 <LOQ nd
Esmalte C 29+ 15 26+ 8 <LOQ nd
Esmalte E <LOD 95+8 nd nd
Esmalte H <LOD 17+8 nd nd
Esmalte G <LOD <LOQ nd nd

LOD: limite de detecgado (7 ng g'). LOQ: limite de quantificagdo (20 ng g'). nd: ndo detectado.

O Esmalte A apresentou maiores concentragdes de N-nitrosaminas: 77 ng
g' de NDELA e 102 ng g' de NDMA. A NMOR foi detectada, mas em uma
concentragdao menor do que o LOQ. No Esmalte C também foram determinadas essas
duas N-nitrosaminas, porém, em concentragdes mais baixas para NDELA (29 ng g)
e NDMA (26 ng g'). A NMOR foi detectada nesta amostra, mas em concentragoes
menores do que o LOQ. No Esmalte E foi verificada a presenga de NDMA em
concentragédo de 95 ng g'. Em relagdo aos esmaltes produzidos em laboratério, no
Esmalte H foi determinada a presenga da NDMA na concentragdo de 17 ng g' e
concentragdo menor que 0 LOQ (<20 ng g™') no Esmalte G. A NDEA nao foi detectada

em nenhuma das amostras analisadas.
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Os parametros de LOD e LOQ adotados foram os estimados para o

Esmalte D.

Considerando o possivel efeito matriz e para avaliar a exatiddo dos
resultados reportados, todas as amostras foram fortificadas com as quatro N-
nitrosaminas na concentragdo de 40 ng g'. As amostras foram analisadas e a
recuperacéo calculada. Os resultados expressos em porcentagem de recuperagao

estao apresentados na Tabela 18.

Tabela 18: Recuperagdo média (n=2) das N-nitrosaminas adicionadas as amostras.

Recuperagao (%)
Amostra NDELA NDMA NMOR NDEA
Esmalte A 96 131 103 112
Esmalte C 86 111 107 105
Esmalte E 96 103 117 99
Esmalte H 97 107 115 105
Esmalte G 96 99 119 103

A recuperacao variou de 86 a 97% paraa NDELA, 99 a 131% para a NDMA,
103 a 119% para a NMOR e 99 a 112% para a NDEA e foi considerado adequado ao
objetivo que se propde o método e, portanto, o método se aplica para a determinagéo
de NDELA, NDMA, NDEA e NMOR nestes esmaltes.
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Capitulo 5

CONCLUSAO
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A técnica de cromatografia bidimensional acoplada a espectrometria de
massas sequencial (LC-UHPLC-MS/MS) ¢é adequada e vantajosa para a
determinacdo de N-nitrosaminas em agua e esmaltes de unhas. Na primeira dimensé&o
cromatografica é possivel selecionar a fragdo de interesse com os analitos e um clean-
up do extrato/amostra e na segunda dimenséo é possivel realizar a separagédo dos
analitos, embora n&o seja necessario uma separagao completa uma vez que esta se

realizando a quantificacdo pelo MS/MS no modo de reagdes selecionadas.

Na analise de amostras de agua foi verificado que apenas fazendo uma
filtracdo das amostras e adigdo dos padrdes internos deuterados é possivel alcancar
limites de quantificagdo de 0,10 a 5,0 ng mL-', dependendo da N-nitrosamina. Os
menores LOQ foram obtidos para a NDELA e NMOR. No caso da necessidade da
determinacao de concentragbes menores se faz necessario uma etapa adicional de
concentragdo, o que pode ser conseguida usando a extragdo em fase solida em
cartuchos de carvao de casca de coco. Percolando 100 mL da amostra os LOQ
ficaram na faixa de 0,10 a 1,0 ng mL™". Se concentragdes menores ainda necessitam
ser determinadas, pode-se aumentar o volume da amostra e com isso o LOQ pode
ser reduzido. Cabe destacar que o uso adicional da extragdo em fase sélida aumenta
o tempo e custo por analise. Além disso requer uma etapa adicional de remogao do
solvente de eluicdo (diclorometano/acetona) que € uma etapa critica do processo

tanto pelo tempo como perda dos analitos.

Embora existam métodos publicados para a determinacédo de N-
nitrosaminas em agua usando a SPE em cartuchos de carvao, esses n&o visam a
determinacédo de NDELA.

Cabe destacar que o método desenvolvido (SPE + LC-UHPLC-MS/MS)
para agua e esmaltes requer o uso de padrdes internos deuterados das proprias
moléculas (surrogates). Padrbes internos deuterados de estruturas diferentes do
analito nao corrigem de forma apropriada as perdas ocorridas durante o preparo de

amostras, em especial na etapa de concentragcdo (remogéo do solvente).

A padronizacéo interna da NMEA e NDBA foi realizada com o uso da
NMOR-d4. Nas amostras de agua foi possivel quantificar esses analitos, no entanto,
ao mudar a matriz para esmaltes de unhas a quantificagao foi prejudicada devido aos

interferentes da matriz. As transicdes m/z das N-nitrosaminas sao muito préximas e
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as m/z dos fragmentos sao baixas, podendo levar a interpretacdo de resultados
errdbneos. Na interpretacao dos resultados devem ser levados em consideragao os
seguintes parametros: os ions de quantificagcdo, confirmagdo de identidade e ion de
quantificacdo do padrao interno devem apresentar mesmo tempo de retencéo, assim
como, mesmos formatos de picos. Os ions de quantificacdo e confirmagao de
identidade devem apresentar a mesma intensidade de sinal e a razdo entre esses dois

ions deve ser constante.

Em relacido aos esmaltes de unhas, o preparo sem a SPE off-line mostrou-
se eficiente para as quatro N-nitrosaminas de interesse (NDELA, NMOR, NDMA e
NDEA) e para a NPIP e NPYR no esmalte analisado (Esmalte D). Com esse preparo
de amostra, foi possivel detectar esses analitos em concentragdes de 100 ng g™ no
esmalte em questdo. O preparo de amostra sem a SPE é muito mais rapido, envolve
menor gasto de consumiveis e solventes. No entanto, esse procedimento encontrado
na literatura se mostra eficaz para realizar uma analise preliminar das amostras, pois
os solventes polares utilizados na extracdo possuem afinidade com concomitantes da
matriz e como consequéncia sao coextraidos com os analitos, afetando a separagao
e a quantificagado das N-nitrosaminas. Cabe destacar, que nao é possivel se delinear
um preparo unico para a analise de amostras de esmaltes, pois a escolha do
procedimento de preparo de amostras vai depender da complexidade e composicao

da matriz.

O preparo de amostras com a SPE off-line mostrou-se a melhor opgéo para
a analise de esmaltes de unhas, embora seja um procedimento mais demorado, foram
observadas melhoras em relagdo a eliminagcdo de concomitantes que afetam a
simetria dos picos cromatograficos devido ao clean-up realizado com os cartuchos de
carvao. A validagao do método desenvolvido mostrou a possibilidade de quantificar a
NDELA, NDMA, NMOR e NDEA em concentragdo de até 20 ng g -'. Na legislagéo
Brasileira ndo ha regulamentagao especifica para o teor maximo permitido de N-
nitrosaminas em cosméticos. A especificagdo ¢ de 50 ug kg' (ng g') de N-
nitrosaminas por matérias primas especificas, podendo levar a concentragées maiores
no produto acabado. Dessa forma o método desenvolvido atende a especificacdo da
ANVISA.

z

E necessario pontuar que a matriz dos esmaltes é muito complexa e além

do mais, a composigdo dos esmaltes de unhas possui variagdes entre os diversos
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tipos de esmaltes e entre os diversos fabricantes, tornando o processo de preparo de
amostra um desafio devido a essas variagdes encontradas. Em resumo, cada esmalte

apresentou um comportamento unico diante dos preparos de amostra apresentados.

Dentre as amostras de esmaltes analisadas foram determinadas NDELA,
NMOR e NDMA, essa Ultima encontrada na concentragdo de 100 ng g no Esmalte
A. A NDEA nédo foi detectada em nenhuma amostra. A presenca desses
contaminantes evidenciam a necessidade ndo somente do monitoramento como
também o estabelecimento através de agéncias regulatérias de um limite maximo de

N-nitrosaminas em produtos cosméticos acabados.
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Anexo | - Cromatogramas do desenvolvimento/otimizagdao do método LC-UHPLC-MS/MS

1) Condigao inicial. Coluna HLB OASIS (20 um) na primeira dimens&o, coluna analitica Acquity UPLC® HSS T3 na segunda
dimensao. Gradiente de eluicdo da BSM (0,1% acido férmico em agua:metanol, v/v): inicial (80:20), 0,27 min (80:20), 1,00 min
(10:90), 2,60 min (10:90), 2,70 min (80:20), 7,00 min (80:20); vazédo da BSM: 0,30 mL min-'. Gradiente da QSM (agua:metanol, v/v):
inicial (100:0), 0,27 min (100:0), 2,70 min (0:100), 4,60 min (0:100), 4,61 min (100:0), 7,00 min (100:0); vazdo da QSM: 0,87 mL min-
', tempo de carregamento da amostra 0,27 min; volume de injegdo 50 uL

Curvap1 300 ppb P! NNN ppb 50 15: MRM of 2 Channels AP+ p1 50 ppb
100 1.20_ TIC (NDELAd8B) Curva p1 300 ppb P! NNN ppb 50 17- MRM of 3 Channels AP+
- = 143 '\ 7.81e6 100 217 TIC (NDBA)
) - T - . - . - : \ -4 _/\159 1.01e7
-0.p0 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 o1 . - - Zauiin, . . - . . . 2
Curva p1 300 ppb PI NNN ppb 50 14: MRM of 2 Channels AP+ -0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00
100 1.20 TIC (NDELA) Curva p1 300 ppb Pi NNN ppb 50 16. MRM of 2 Channels AP+
* 135K 4.71e6 100 1.91_ TIC (NDPLA-d14
o T L - T T T | T T T 1 353 145,.—”‘\"\ 8.75e7
-0 po 1.00 200 3.00 4.00 5.00 6.00 od ” — o . r r . r ” .
Curva p1 300 ppb PI NNN ppb 50 13: MRM of 2 Channels AP+ -0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00
100 194 TIC (NDPLA) Curva p1 300 ppb P! NNN ppb 50 15 MRM of 2 Channels AP+
= 131 7.53e6 100 1.20_ TIC (NDELA d8)
s I A W . S — 1 63 7etes
-0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 o3 - e - - v - - - - y
Curva p1 300 ppb PI NNN ppb 50 12: MRM of 2 Channels AP+ -0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00
182_ TIC (NPIP-d10) Curva p1 300 ppb Pl NNN ppb 50 14: MRM of 2 Channels AP+
100 125 7\ 3.27e7 <650 1.20_ TIC (NDELA)
i 4 71e6
) . r . . . y v y Y . =] 136 f\
-0 po 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 0% r T r T T r T T T T \
Curva p1 300 ppb Pl NNN ppb 50 11: MRM of 2 Channels AP+ -0.00 1.00 200 3.00 4.00 5.00 6.00
157 TIC (NMOR d4) Curva p1 300 ppb P! NNN ppb 50 13: MRM of 2 Channels AP+
100 /N 121 7.30e6 100 1.94_ TIC (NDPLA)
o Calil, s *3 13}/\ 7.53e6
T T T T T T r T T \
-0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 0% T T T ; T T T T Y T )
= -0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00
130 Pl NNN 50 10: MRM of 2 Ch Is AP
Curva p1 300 ppb ppb 41 - of2C ?[’&nﬁ;“og_) Curva p1 300 ppb Pl NNN ppb 50 12: MRM of 2 Channels AP+
100 14217 X447 "1 3766 . 1.82_ TIC (NPIP-d10)
A \ _ 030% 125 7\ 3.27e7
Y VYMMARAASE Y AAMLAAP§ 53 3.00 400 = 500 600 o -
' T T T ¥ T T T T T T )
- -0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 500 6.00
CUIVa DR, DPD:EERESN PDD.OU 285 R C“a'}'l'g'frﬁ,’,’;) Curva p1 300 ppb PI NNN ppb 50 11: MRM of 2 Channels AP+
02 I\ 8.10e6 1.57 TIC (NMOR d4
ANIS < 103%31 N 121 7.30e6
o - T e 7 T T T T T ) o N
-0po 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 00 | 100 | 200 | 300 400 = 500 600
Curva paf300 ppb EE NN 19‘:;: =0 SNl 2_[,%“(’33‘;‘;:’:5) Curva p1 300 ppb Pi NNN ppb 50 10: MRM of 2 Channels AP+
100 7 : _159 TIC (NMOR)
= 13 1.80e7 1050% 142.111/\”7 19766
o s 4 L X ’ L1 U 3 Ll > c T T T - T T T T T T T T 1
-0 po 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 20.00 1.00 2 00 300 4 00 500 6.00
Curva b1 300 ppb PI NNN ppb 50 7- MRM of 3 Channels AP+ Curva p1 300 ppb Pl NNN ppb 50 9: MRM of 2 Channels AP+
100 159 Tic (“F":Rﬂ{s 4100 185 TIC (NPIP)
_/\ 105 5.28e6 *a /‘\115 8.10e6
o T S T T T T T y Time 04 - - — - - - - - - - y Time
-0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 -0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00



124

2) Ensaios com coluna SPE Atlantis (3 um), coluna analitica Acquity UPLC® HSS T3, Gradiente de eluicdo da BSM (0,1% &cido
férmico em agua:metanol, v/v): inicial (60:40), 0,50 min (60:40), 3,00 min (5:95), 4,50 min (5:95), 5,00 min (60:40); vazao da BSM:
0,45 mL min-'. Gradiente da QSM (agua:metanol, v/v): inicial (95:5), 4,50 min (95:5), 4,51 min (20:80), 5,00 min (20:80), 5,10 min

(95:5); vazao da QSM: 1,25 mL min-!, tempo de carregamento da amostra 0,40 min; volume de inje¢gdo 200

Teste 5_viragem valvula 05_NNN 100_PI100_2injecao Sm (Mn, 2x3) 13: MRM of 2 Channels APl+
1.72 135 > 74 14 (NDELA)
e 2 8 6765
[\
f \
=] =X
f \
/ \
7 \
N
™ ——
O T T T T T e T T T INABARRARAILRAAN LI RS Lo sy L]
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00
Teste 5_viragem valvula 05_NNN 100_PI100_2injecao Sm (Mn, 2x3) 14: MRM of 2 Channels APl+
— 167 143.1 > 80 (NDELA d8)
] 1.44e5
=
L m s e s L e e R LR L L RAAANRARANAMAN AR n e ey )
050 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 6.00
Teste 5_viragem valvula 05_NNN 100_PI100_2injecac Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 2 Channels AP+
1 21 75 > 58 (NDMA)
00 /\ 8.84e5
aeﬁ \
)\
DA T T T T T T T T T T T T T T
05 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 6.00
Teste 5_viragem valvula 05_NNN 100_PI100_2injecao Sm (Mn, 2x3) 2: MRM of 2 Channels AP+
209 81 > 46 (NDMA-dB)
100 il 1.60e6
|
\
I
LIS LIk
} |
| \
0 . L Time
050 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 0

Teste §_viragem valvula 05_NNN 100_PI100_2injecao Sm (Mn, 2x3) 5. MRM of 2 Channels AP+
100- 285 103 > 28.9 (NDEA)
2.28e6
L
0 T T 1 1 T T 1 | T 1 1 T 1 T T 1 T T 1 1 T 1 1 1
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00
Teste §_viragem valvula 05_NNN 100_PI100_2injecao Sm (Mn, 2x3) 7 MRM of 2 Channels AP+
100- 282 113 > 34 (NDEA d10)
4.02e6
g_
L L L L L B L L L L R L L L s LS s L e ]
050 100 150 200 25 300 350 400 450 6500 550 6.00
Teste 5_viragem valvula 05_NNN 100_PI100_2injecao Sm (Mn, 2x3) 9: MRM of 2 Channels AP+
100+ 226 117 > 87 (NMOR)
\ 3.67e6
Es \\
e EYENTLEERCT] ""I""l""I""r""'\""I'"'IT"'I‘"‘l""'\""l""l""I”"  RAEAH BARSD BAERL REASH BSAR ARALE SAARY !
05 100 150 200 250 300 350 400 450 G500 550 6.00
Teste 5_viragem vaivula 05_NNN 100_PI100_2injecao Sm (Mn, 2x3) 10: MRM of 2 Channels API+
100- 226 121 > 91 (NMOR d4)
‘{‘\' 4.18e6
|
i
& ’ |
}l Y
0- A Time
05 100 150 200 25 300 350 400 450 500 550



Teste 5_viragem valvula 05_NNN 100_PI100_2injecao Sm (Mn, 2x3) 8. MRM of 2 Channels AP+
00 3.00 115.1 > 41 (NPIP)
100+ 6.37e6
2]
0 AR A2 RS BIRLA AN LAILE LRSI TALSY BRI RS RO RS EER] R | EpRRE AR DS AN PALLE REALF WAL SRR REARD LRE 2 |
050 100 150 200 25 300 350 400 450 500 550 600
Teste 5_viragem valvula 05_NNN 100_PI1100_2injecao Sm (Mn, 2x3) 11: MRM of 2 Channels AP+
297 125 > 78 (NPIP-d10)
1004 5.47e6
=
A B R R B L B
100 15 200 250 300 350 400 450 500 550 6.00
Teste 5_viragem valvula 05_NNN 100_PI100_2injecao Sm (Mn, 2x3) 12: MRM of 2 Channels AP+
368 131 > 89 (NDPLA)
100 6.73e6
ES
0_
05 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
Teste 5_viragem valvula 05_NNN 100_P1100_2injecao Sm (Mn, 2x3) 15: MRM of 2 Channels API+
3.63 145 » 50 (NDPLA-d14)
100 1.29e7
Es
0 T T T | BEGE BAEL T T |G ESEE EEARANGRY R ELEN A2 R LELED) T T T T T T ™ Time
050 100 150 200 250 3.00 ; 400 450 500 550 6.00
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Teste 5_viragem valvula 05_NNN 100_PI100_2injecao Sm (Mn, 2x3) 4. MRM of 2 Channels API+
00 244 101 > 55 (NPYR)
1007 6.05¢6
=
0 L BT BALEA EELAY RASED BARGH BARAT REALN GANED LESKE RALEA LEALT BAGRT LASEH RASEE LAZA] RALEE LLLAN RALED EEAAT REALE TARAS RELEE LLSE |
050 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 6.00
Teste 5_viragem valvula 05_NNN 100_P1100_2injecao Sm (Mn, 2x3) 6. MRM of 3 Channels AP+
242 1049 > 58.8 (NPYR-d4)
1007 1.14e6
e
O T T T T T T T T T T T T T T T T T
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 6.00
Teste 5_viragem valvula 05_NNN 100_PI100_2injecao Sm (Mn, 2x3) 3: MRM of 2 Channels AP+
244 89 > 61 (NMEA)
1004 4.30e6
ER..
e e e e e e s e e e e .
050 100 15 200 250 300 350 400 450 500 550 6.00
Teste 5_viragem valvula 05_NNN 100_P1100_2injecao Sm (Mn, 2x3) 16: MRM of 3 Channels APl+
427 159 > 57 (NDBA)
1007 1.33e7
=
0 1 T 1 1 1 PERERE I 1 TTeITY 1 T 1 1 T 1 I 1 T I ITIme
050 100 150 200 250 350 400 450 500 550 600
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3) Condigao final. Coluna SPE Atlantis (3 um), coluna analitica Acquity UPLC® HSS T3, Gradiente de eluigdo da BSM (0,1% &acido
férmico em agua:metanol, v/v): inicial (60:40), 0,50 min (60:40), 3,00 min (5:95), 4,50 min (5:95), 5,00 min (60:40); vazdo da BSM:
0,45 mL min-'. Gradiente da QSM (agua:metanol, v/v): inicial (95:5), 4,50 min (95:5), 4,51 min (20:80), 5,00 min (20:80), 5,10 min

(95:5); vazao da QSM: 1,25 mL min-!, tempo de carregamento da amostra 0,40 min; volume de injegdo 200 uL

14: MRM of 2 Channels APl+ Curva PI100ppb_100ppb_02_12_22_3injecao Sm (Mn, 2x3)

Curva Pl100ppb_100ppb_02_12_22 3injecao Sm (Mn, 2x3)
1.88 135 > 74.14 (NDELA)
100 1.18e7
LI
B an 2 e e e e R e R o m
050 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 6.00
Curva PI100ppb_100ppb_02_12_22_3injecao Sm (Mn, 2x3) 15. MRM of 2 Channels API+
1388 143.1 > 80 (NDELA d8)
100 \ 0 45e6
f ‘J
F J \
S
£ N
/‘ \"'\-_.
c "I""I"”I""I“"l""l“'“I'”'I""I‘"‘\""I‘"'['”'I""I""\""I”"I""I""I”"I'"'\”"I""I""I
050 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 6.00
Curva PI100ppb_100ppb_02_12_22_3injecao Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 2 Channels AP+
1.99 75 > 58 (NDMA)
100 2.81e6
g_
L\\
0-
05 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
Curva PI100ppb_100ppb_02_12_22_3injecao Sm (Mn, 2x3) 2" MRM of 2 Channels AP+
1.98 81 > 46 (NDMA-dB)
1004 4.81e6
32;
C T 1 1 T 1 1 T 1 1 1 1 i 1 1 1 1 ™y T T IT"'ne
050 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600

6. MRM of 2 Channels APl+

265 103 > 28.9 (NDEA)
100 I 4.07e6
\
\
|
= \
|
FoA
\I e
O-brrrrrrrrr—————r— 8 AR P LN LA RLALE AR RN I T IS RARLY AN LU AL L |
050 100 150 200 250 300 350 400 45 500 550 600
Curva PI100ppb_100ppb_02_12_22_3injecao Sm (Mn, 2x3) 8- MRM of 2 Channels API+
262 113 > 34 (NDEA d10)
1001 7.06e6
m =
0 e ——————Tr e ———
050 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
Curva PI100ppb_100ppb_02_12_22 3injecao Sm (Mn, 2x3) 10: MRM of 3 Channels AP+
213 117 > 87 (NMOR)
1004 7.89¢6
=]
.
050 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
Curva PI100ppb_100ppb_02_12_22_3injecao Sm (Mn, 2x3) 11: MRM of 2 Channels API+
P 121 > 91 (NMOR d4)
100 I 1157
\
= |
R
\I
J 5
O T T 1 1 T vl T I. T -Iﬁ_ g T bl | 1 I 1 1 T 1] T |Tlme
050 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600



Curva PI100ppb_100ppb_02_12_22_3injecao Sm (Mn, 2x3) 9 MRM of 2 Channels AP+
279 115.1 > 41 (NPIP)
100 1.0de7
LI
e S SIS
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
Curva PI100ppb_100ppb_02_12_22_3injecao Sm (Mn, 2x3) 12: MRM of 2 Channels API+
276 125 > 78 (NPIP-d10)
1007 1.47e7
=
s O S——SS———G— M. § A S ——
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 6.00
Curva PI100ppb_100ppb_02_12_22_3injecao Sm (Mn, 2x3) 13: MRM of 2 Channels API+
350 131 > 89 (NDPLA)
1007 8.21e6
=]
D e S,
050 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
Curva PI100ppb_100ppb_02_12_22_3injecao Sm (Mn, 2x3) 16: MRM of 2 Channels APl+
146 145 > 50 (NDPLA-d14)
100 361 ppela
\
0 T BB | R RESRS RARES | R R AR £ i RS BAGAR RABAY LASAS RARAT | T TreenT e Time
050 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 6.00
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Curva PI100ppb_100ppb_02_12_22_3injecao Sm (Mn, 2x3) 5. MRM of 2 Channels APl+
2.26 101 > 55 (NPYR)
100+ 1.17e7
|
O B RLAME FRRAD LN AAMALE RESLE RAZSY RASAE XORRZ RANEN MRLEA REIAS RAAET LARAS RARSS AREAD NAARE RESEA RS LEAR] ARALH LARRY (AL FELAE
05 100 150 200 250 300 35 400 450 500 550 6.00
Curva PI100ppb_100ppb_02_12_22_3injecao Sm (Mn, 2x3) 7: MRM of 3 Channels AP+
2.26 104.9 > 58 .8 (NPYR-d4)
1004 4.51e6
B
,
0 B REERE LA LS LEAAY AARS) RAS SN A2 RLA RATAE RARES LRNAR AL EARIAAN AALE] ERRAH BE AR EORARRALLE LARS EALH RIANT RS TR LEARE NELEA)
05 100 15 200 250 300 35 400 450 500 550 6.00
Curva PI100ppb_100ppb_02_12_22_3injecao Sm (Mn, 2x3) 3: MRM of 2 Channels AP+
227 89 > 61 (NMEA)
100+ 1.11e7
=]
0
050 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 6.00
Curva PI100ppb_100ppb_02_12_22_3injecac Sm (Mn, 2x3) 17: MRM of 3 Channeis API+
412 159 > 57 (NDBA)
100+ 1.44e7
s
O | Skl F ? 1 1 i M i T T 1 1 . 3 Eod T i | | 1 gl , Bl Lid T T I-r"l"e
05 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 6.00
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Anexo Il — Matérias primas presentes na formulagao dos esmaltes avaliados.

Aldeido

TVNVX3H

TTVNOIdO¥d LN TINISTILNG

Alcool

OJITINIAITOd

1LNg-N

02I711dOoddOosI

V110ZN39 TONVdO™rdOSI

VNO13JviId

oavinivNs3aa

10021y

©
=}
(2]

<

Acido

OJITQ2IT19

021404S04

0214110

O2ITYI

oolidiav

Acetilmetionina

Acetato

103340001

VidOdd

VINIAITOd

3S071NT3A0 Olvillng

viiLng

V13

Codificagao do esmalte

10
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Aldeido

TVNVX3H

TVNOIdO¥dTILIN TINISTILNE

Alcool

OJITINIAITOd

aLng-N

0JIT1dOo¥dOsI

V110ZN39 TONVdO™¥dOSI

VNO.133VId

oavinivNs3a

10091y

©
=]
(=2}

<

Acido

OJI7Q2I719

02140Q4S04

021¥1ID

021y

021d|av

X | X[ XX
PC| X |PC
PC| X | X

PC

12

Acetilmetionina

Acetato

108340001

V1idOdd

2

VINIAITOd

1

3S0T1N130 OL1vdllng

viLng

V13

29129 | 3

Codificagao do esmalte

11

12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22
23

24

Incidéncia da substancia
PC: pode conter; X: possui a substancia; -: ndo possui a substancia
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Cetona
w gl
ol Zz|=z
e . . . Benzoato de o . - . 3|z 8 2
Codificagdao do esmalte | Alumina | Aminometilpropanol Sacarose BHT | Biotina | Butil Metoxidibenzoilmetano E % w | w
& Tz

o0

< B QIR
mlZ 2
@5 @
A X - - - - - X X | -
B - - - - - - - | XXX
Cc - - - - - - PC| - | - | -
D - - - X - - -l -1-1-
E - - - - - - - - - -
F - X - - - X -l -1-1-
1 - - - - - - - -] -
2 - - - - - - - - X -
3 - - X - X - - |- X] -
4 - - - - - - - - X -
5 - - - - - - - -] -
6 - - - - - - I
7 - - - - - - X | -|1X]| -
8 - - - - - - I
9 - - - - - - I
10 - - - - - - - -] -
1 X - - - - - X |1 -1 X]-
12 - - - - - - - -] -
13 - - - - - - - -] -
14 - - - - - - - -] -
15 - - - - - - - -] -
16 - - - - - - - -] -
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Codificagao do esmalte

Alumina

Aminometilpropanol

Benzoato de
Sacarose

BHT

Biotina

Butil Metoxidibenzoilmetano

()
(1)
-~
o
=}
[

ACETONA

NE

BENZOPHENO

BENZOPHENONE-1

BENZOPHENONE-3

17

18

X

19

20

21

22

23

24

Incidéncia da substancia

3

1

1

PC: pode conter; X: possui a substancia; -: ndo possui a substancia
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Dietil-hexil Sulfosuccinato
de Sédio

Dibenzoato de
Trimetil
Pentanediol

Cumarina

Crospolimero
PG

(VA/AA) VINIA 3a
OLV.13OV /YNOAITO¥¥IdTINIA

O1VONVI3a 11aidIo

O1VvONVO3d
T1AIDITO VNRIFOINO

Copolimero

OL1VI1IbOV /ONIYILSE

OJLLITANIL OARIAINVY

OLVIROV

01a0s

Citrato

LNgRiL 11130V

TLngrRL

Codificagao do esmalte

10

11
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Citrato Copolimero
O
<
Slelg 8|k
= El<|8 |<|o<
5| |olZ |E|22/2 |3k
14 o o i
e ,':' @ 5 | E|S|C |0<g|<| <> | crospolimero . Dibenzoato de | n;o ;) hexil Sulfosuccinato
Codificagao do esmalte | = |<|g|<|«<0|Q |2 Cumarina Trimetil g
g |l O | Jd|E (2| 3S=z/w |0« PG . de Sédio
a O | g|lh|6g|£g/o|ad Pentanediol
2| o |g|9|z|Eo|a| D2
w < | = o4 o >
O 14 E =0 = o w
< o F |3 |€|x]3
> |0 () 44 | =
< |4 ©
<
>
12 - | - - - - - - - - - - - -
13 - | - - -l - - - - - - - -
14 -l x| - S - - - - - - -
15 - | - - - - - - - - - - - -
16 - X - - -] - - - - - - - -
17 - | - - -l - - - - - - - - -
18 - | X - - | X - - - - - - X -
19 - X - | -JPC| - - |- - - - - -
20 - X - | -JPC| - - |- - - - - -
21 - | X| - [PC|PC]| - - - - - - - -
22 - X | - - X | - - - - - - - -
23 - | X - - | X - - - - - - X -
24 - X - [ X[ XX - - - X - - -
Incidéncia da substéncia| 7 |21 | PC |10 |11 ] 3 4 1 1 1 1 4 1

PC: pode conter; X: possui a substancia; -: ndo possui a substancia
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Codifcagio docsmalte | Discbutiste de | Disoclanate | pimggcong | Dmetl|eora | Estealconc | Estraletnc | cicotuoss
A - - - - - - X -
B - - - - - - - -
C - - - - - - X -
D - - - - - - - X
E - - - - - - X PC
F - - - - X - - -
1 - - - - - - X -
2 - - - - - X - -
3 X - X - - - - -
4 - - - - - X PC -
5 - - - X - - X -
6 - - - - - - - -
7 - - - - - X -
8 - - - - - - - -
9 - - - X - - -
10 - - - - - - - -
11 - - - - - - X -
12 - - - - - - X -
13 - - - - - - X -
14 - - - - - - X -
15 - - - - - - X -
16 - - - - - - - -
17 - - - - - - X -
18 - - X - - X X -
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Cofcagao do esmate | PIsaBiratode | Diecconsto | pimatcons | et |epra | Eateracontc | Esteracortc | eucatuiose
19 - - - - - X PC
20 - - - - - - X PC
21 - - - - - - X PC
22 - - - - - - X -
23 - - - - - - - -
24 - X - - - X - -

Incidéncia da substancia 1 1 2 2 1 4 17 1

PC: pode conter; X: possui a substancia; -: ndo possui a substancia
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Extrato de | CXtratode | Extratode | g0 o005 go . Fosfato de | Fosfato
Codificagao do esmalte Etocrileno Algas FIO( Folha d_e Panax Fenoxietanol Fl_o g(?p_nta Ascorbil de
Calcareas MOrchls C_amellla Ginseng Sintética Magnésio | Trifenila
ascula Sinensis
A - - - - - - X - -
B - - - - - - - - -
C - - - - - - - - -
D - - X - - - - - -
E - - - - - - PC - -
F - - - - - X - - -
1 - - - - - - - - -
2 - - - - - - - X -
3 X - - - - - - - X
4 - - - - - - X - -
5 - - - - - - - - -
6 - - - - - - - - -
7 - - - - - - X - -
8 - - - - - - - - -
9 - - - X X - - - -
10 - - - - - - - - -
11 - - - - - - X - -
12 - - - - - - - - -
13 - - - - - - - - -
14 - - - - - - - - -
15 - - - - - - - - -
16 - - - - - - - - -
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Extrato de Extrato de | Extrato de Extrato de . Fosfato de | Fosfato
e o . Flor Folha de . Flogopita .
Codificagao do esmalte Etocrileno Algas . . Panax Fenoxietanol NP Ascorbil de
H Orchis Camellia . Sintética .y e
Calcareas ) - Ginseng Magnésio | Trifenila
Mascula Sinensis
18 - - - - - - X - -
19 - - - - - - - - -
20 - - - - - - - - -
21 - - - - - - PC - -
22 - - - - - - - - -
23 - - - - - - - - -
24 - X - - - - PC - -
Incidéncia da substancia 1 1 1 1 1 1 5 1 1

PC: pode conter; X: possui a substancia; -: ndo possui a substancia
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Ftalico
o
e i g
i e
8z [g| 4|k
:t' % j 2 E Hidroxibenzoato | Hidréxido SLaI;"" Metoxici t
Codificagao do esmalte m 8 ff w i | Glicerina Xgr?tr: r?a HEA | de Tetrabutil de u d:to Manitol edgxé:illr;iw:o
O | w Ll 2o Fenila Aluminio | o. -
% a | © 2 Sédio
812 (3|32
<3 |°| £ |3
m © |3
E o
A X - - - - - - - - X - - -
B - - - - - - - - - - - -
C - - - - - - - - - PC - - -
D - - - - - - - - - - - - -
E - - - | PC | - - - - - - - - -
F - PC - - - PC PC - - - PC - X
1 - - - - - - - - - - - - -
2 - - - - - - - - - - - - -
3 - - - - - - - - - - - - -
4 - PC - - - - - - - - - - -
5 X - - - - - - - - X - - -
6 - - - - - - - - - - - - -
7 X - - - - - - - - X - - -
8 X - - - - X - - - - - - -
9 - - - - - - - - - - - - -
10 - - - - - - - - - - - - -
11 X - - - - - - - - X - -
12 - - X - - - - - - - - - -
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Codificagao do esmalte

Ftalico

ANIDRIDO FTALICO
FTALATO DE POLIETILENO

DIBUTILFTALATO

TEREFTALATO DE POLIETILENO

POLIBUTILENO TEREFTALATO

Glicerina

Goma
Xantana

HEA

Hidroxibenzoato
de Tetrabutil
Fenila

Hidroxido
de
Aluminio

Lauril
Sulfato
de
Sédio

Manitol

Metoxicinamato
de Etilexila

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

Incidéncia da substancia

PC

PC: pode conter; X: possui a substancia; -: ndo possui a substancia
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Monoterpenos

-
O S j §I g 5| 2-Oleamido- 2 A Oleo de
Codificagdo do esmalte % <zt % 2:' N‘EPer:t" Nitrocelulose | Octocrileno | O-Fenilfenol 1,3- %{foa:e O(I:eoocge Afrzz:iuasca
2 o % % ico octadecanediol g Kernel
o O | a
A - - - - X X - - - - - -
B -l -1 - - X - - - - - -
C -l -1 -- - X - - - - - -
D -l -1 -- - X - - - - - -
E -l -1 -- PC X - - - - - -
F X[ X[ XX - - - PC - - - -
1 - -1 -1- - X - - - X X -
2 I X X - - - - - -
3 -l -] - - - X - - - - - X
4 - - - - X X - - - - - -
5 - - - - X X - - - - - -
6 I - - - - - - - -
7 - -] - X X - - - - - -
8 -l -1 - X X - - - - - -
9 -l -1 -1- X X - - X - - -
10 -] - X X - - - - - -
11 - - - - X X - - - - - -
12 - - - - - X - - - - - -
13 - - - - - X - - - - - -
14 - - - - - X - - - - X -
15 - - - - - X - - - - - -
16 - - - - - X - - - - - -
17 - - - - - X - - - - - -
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Monoterpenos

-
L 5 §I g 5' 2-Oleamido- A 4 Oleo de
Codificagdo doesmalte | | = | W | 5 | Neopentil | . . : Oleo de | Oleode | Prunus
5| < 3l Glicol Nitrocelulose | Octocrileno | O-Fenilfenol 1,3- Argan Coco Armeniaca
x| % < octadecanediol 9
AT Kernel
= 0| O
(&)
18 - - - - X X - - - - - -
19 -l -1 - PC X - - - - - -
20 -l - -]- PC X - - - - - -
21 -l - -]- PC X - - - - - -
22 - -] -] - X X - - - - - -
23 -l -1-1- X X X - - - - -
24 -l -1-1- X X X - - - - -
Incidéncia da substéncia | 1 | 1 | 1 | 1 13 28 2 PC 1 1 2 1

PC: pode conter; X: possui a substancia; -: ndo possui a substancia
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Oxido
Oleo de o| o PEG-40 Oleo
Codificagao do esmalte Semente Oleo de Soja | Z § Pantenol Pantot’e n_ato de Ricino Perflhjme: Pigmentos
Girassol § s de Calcio Hidrogenado (Fragrancia)
A

A ] ] - - ] ] ] - PC
B - - - - - - - - X
C - - - - - - - - PC
D X X - - - - - - X
E - - - X - - - - X
F - - - PC - - X X PC
1 - - - - X - - - PC
2 ; - -l - : : ; - X
3 - - - - X X - - X
4 ] ] - - ] ] ] - PC
5 ] ] - - ] ] ] - X
6 ] - -l - ] ] - - X
7 - - X X - - - - X
8 ] ] - - ] ] ] ] X
9 X - - - - - - - -

10 - - - - - - - - X
11 ] ] -] X ] ] ] ] X
12 - - - - - - - - PC
13 - - - - - - - - PC
14 - - - - - - - - PC
15 - - - - - - - - -

16 - - - - - - - - -

17 - - - - X - - - PC
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Oxido
Oleo de : 2 8 Pantotenato | ' =40 Oleo Perfume
Codificagao do esmalte Semente Oleo de Soja | £ = Pantenol o de Ricino A Pigmentos
- s < de Calcio . (Fragrancia)
Girassol S - Hidrogenado
| (7))
< 1]
18 - - - - - - - - PC
19 - - - - - - - - PC
20 - - - - - - - - PC
21 - - - | PC - - - - PC
22 - - - - - - - - PC
23 - - - - - - - - X
24 - - - | PC - - - - PC
Incidéncia da substéncia 2 1 1 3 3 1 1 1 12

PC: pode conter; X: possui a substancia; -: ndo possui a substancia
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Proteina do

Codificagdo do esmalte Pg:l?;:?ir;o Poliuretano-11 | Poliuretano-33 Pé)ll;t\:::; | _ Trigo Propilenoglicol Di::t?c-ina g:g tﬁ63
Hidrolisada
A X - - - - - - -
B - - - - - - - -
c - - - - - - - -
D - - - - - - - -
E - - - - - - - -
F - PC - - - - - X
1 - - - - - - - -
2 - - - - - - - -
3 i ] - . X - - -
4 - - PC - - - - -
5 X ] ] ] ] ] ) ]
6 - - - - - - - -
7 X - - - - - - -
8 - - - - - - - -
9 - - - - - X - -
10 - - - - - - - -
11 X ] ] ] i i - ]
12 - - - - - - - -
13 - - - - - - - -
14 - - - - - - - -
15 - - - - - - - -
16 - - - - - - - -
17 - - - - - - - -
18 ] ] ] _ ] ] X ]
19 - - - - - - - -

N
o
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e . . .. | Protein
Codificagdo do esmalte Pgtf;:ﬁgo Poliuretano-11 | Poliuretano-33 P;ll;t\::ra‘; | _o':'ﬁigg @ Propilenoglicol Di::t?c-fma g:g tﬁ63
Hidrolisada

21 - - - - - - - -

22 - - - - - - - -

23 - - - X - - - -

24 - - - - - - - -
Incidéncia da substancia 4 PC PC 1 1 1 1 1

PC: pode conter; X: possui a substancia; -: ndo possui a substancia
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Silica
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Codificagao do esmalte

10
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Silica
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3

Codificagao do esmalte

11

12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22
23
24

Incidéncia da substancia
PC: pode conter; X: possui a subst

~

ancia

bst

ancia; -: nao possui a su

~
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Codificagao do esmalte

Sulfato de
Zinco

Talco

Terra Diatomaceas

Triacetina

Tribenzoato de
Glicerol

Trimero de
Isocianurato

Tolueno

Oo|lo|N|lojlo|lslw|NM| =M MO0 |w|>

N
o

-_—
—_

-
N

-
w

—
N

N
(&)

-
(o))

—_—
~

RN
oo

-
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Codificagao do esmalte

Sulfato de
Zinco

Talco

Terra Diatomaceas

Triacetina

Tribenzoato de
Glicerol

Trimero de
Isocianurato

Tolueno

20

21

22

23

24

X

X

Incidéncia da substancia

1

1

1

PC: pode conter; X: possui a substancia; -: ndo possui a substancia
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Codificagao do esmalte

Quantidade de substancias

131
A 23
B 18
C 11
D 15
E 13
F 21
1 11
2 21
3 21
4 20
S 18
6 10
Y 27
8 13
9 16
10 12
1 26
12 10
13 10
14 9
15 10
16 7
17 9
18 31
19 12
20 12

N
-

11
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Codificagao do esmalte

Quantidade de substancias

131
22 11
23 15
24 25
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Anexo lll Cromatogramas das amostras de esmaltes de unhas analisados
1) Cromatogramas do Esmalte A fortificado com 40 ng g-' de NDELA-ds, NDMA-ds, NMOR-ds e NDEA-d10

Amostra 1A_PI20ppb_02_12_22 Sm (Mn, 2x3)

14: MRM of 2 Channels AP+

1.86 135 > 74.14 (NDELA)
100 2 58e6
®
0 e
LRLY R e LULAH SRR LAY SERAN BEORT RERAS LR R ALY LELLE RGN RN FATEE LLRLN RALLY LAMAS MALLY RO LI SRR RLLE L0 R |
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00
Amostra 1A_PI20ppb_02_12_22 Sm (Mn, 2x3) 14: MRM of 2 Channels APl+
1.87 135 > 104.08 (NDELA)
1005 2.80e6
=] }
e
0 F 1 1 T 1 1 | T 1 1 1 [ B 1 4 | k& | 1 T 1 M | ARG | 1 T 1
050 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 6.00
Amostra 1A_PI20ppb_02_12_22 Sm (Mn, 2x3) 15. MRM of 2 Channels API+
1.86 143.1 > 80 (NDELA d8)
1004 1.10e6
EE'
0_
0.50 1.00 1.50 200 250 300 350 400 4.50 5.00 5.50 6.00
Amostra 1A_PI20ppb_02_12_22 Sm (Mn, 2x3) 1 MRM of 2 Channels API+
1.96 75 > 58 (NDMA)
1004 7.60e5
=
0_
05 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
Amostra 1A_PI20ppb_02_12_22 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 2 Channels AP+
3.26 75 > 43 (NDMA)
1005 g 5186
—
Es 1.97
0 i —
R REAAT RS RERLE hRR RN QLA REARE RESAS AR REALS RS 1RSSR RAZEE R RELEE RASAS RARSS LORRS RALAN ALELE |AALE 205 §AALN AR
0.50 1.00 1.50 200 250 3.00 3.50 400 450 500 5.50 6.00
Amostra 1A_PI20ppb_02_12_22 Sm (Mn, 2x3) 2: MRM of 2 Channels AP+
1.97 81 > 46 (NDMA-dB)
100 5.07e5
*F
0 g | 1 T ! 1 I | B yEEY i 7 D . By T  RARE2 1 L3 o . Gy L ! gl 1 IT".ne
050 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600

Amostra 1A_PI20ppb_02_12_22 Sm (Mn, 2x3) 10: MRM of 3 Channels AP+

2.09 117 > 87 (NMOR)
100 1.85e5
1.91
p3 269 3.3 3.96 4/18
G 1 1 bk | | bl ! bRt | L 1 M | Rt T 1 T 3 ! 1 1 1 bl § { S 1 3 |
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00
Amostra 1A_PI20ppb_02_12_22 Sm (Mn, 2x3) 10: MRM of 3 Channels APl+
100- 4.05 117 > 45 (NMCR)
195 215949 e =200
B Af e 2B 3 g N,
" 016 058 / S —”\/ ~—. 51 554
050 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
Amostra 1A_PI20ppb_02_12_22 Sm (Mn, 2x3) 11 MRM of 2 Channels AP|+
210 121 > 91 (NMOR d4)
100+ 1.76e6
=]
e e e e e
0.50 1.00 180 200 250 3.00 350 4.00 4.50 5.00 550 6.00
Amostra 1A_PI120ppb_02_12_22 Sm (Mn, 2x3) 6: MRM of 2 Channels AP+
263 103 > 75 (NDEA)
1004 1.42e5
5.67
0.50 1.00 150 200 250 300 350 400 450 5.00 550 6.00
Amostra 1A_PI120ppb_02_12_22 Sm (Mn, 2x3) 6: MRM of 2 Channels APl+
155 103 > 28.9 (NDEA)
1004 184 0.72e5
7
0.50 1.00 1.50 2.00 250 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00
Amostra 1A_PI120ppb_02_12_22 Sm (Mn, 2x3) 8: MRM of 2 Channels AP+
261 113 > 34 (NDEA d10)
1004 r\\ 7.26€5
ES \
/ ;
0 ! 1 1 1 T T T 1 1 i | \MI‘ T 1 | i 1 1 ik 3 ¢ T 1 1 1 Tlme
0.50 1.00 150 200 250 3.00 350 400 450 5.00 5.50 6.00
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2) Cromatogramas do Esmalte C fortificado com 40 ng g' de NDELA-ds, NDMA-ds, NMOR-d4 e NDEA-d10

Amostra 2A_P120ppb_02_12_22 Sm (Mn, 2x3)

188 135 > 74.14 (NDELA)

198 7.52e5
&
0 LRSS AP LE PG ST ASE RE A f AR RN R R WO R IR LR [N PR RO AH SRR DL LR LSS RILECU LR LR RS R AN LR
0.50 1.00 1.50 200 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00
Amostra 2A_Pi20ppb_02_12_22 Sm (Mn, 2x3) 14: MRM of 2 Channeils API+
1.88 135 > 104.08 (NDELA)
Ly B.64e5
L5
O T 1 T T 1 T \J 1 T 1 i ! T 5 T e ] L ¢ JEERN Y ) 0 o ! I 1 bt |
0.50 1.00 150 200 250 3.00 350 400 450 5.00 550 6.00
Amostra 2A_Pi20ppb_02_12_22 Sm (Mn, 2x3) 15 MRM of 2 Channels AP+
00 1.87 1431 > 80 (NDELA d8)
1004 8.17e5
=5
0_
0.50 1.00 150 200 250 300 350 400 450 5.00 550 6.00
Amostra 2A_PI20ppb_02_12_22 Sm (Mn, 2x3) 1- MRM of 2 Channels AP+
198 75 > 58 (NDMA)
1004 f 2.07e5
0 LEESE RGSA NSES TAN LS LEASS LS R RARE RARRA AR RESSE AR ARE REEST §SAEI RELAH AR LRSEA FRARS RELAN AL RECAH RARET LRALE RASAA EARLY
0.50 1.00 150 200 250 300 350 400 450 5.00 550 600
Amostra 2A_P120ppb_02_12_22 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 2 Channels AP+
21 75 > 43 (NDMA)
s 1 " e
237 F
S 0.07 / z 287
s 045 / ——
A B RS RN AR LA ALY R LAY LAl RAARS RAAAN L RALAN LALR LN UALRE LLAAS ULALS ALK AAALE LARLY LAY LARAD]
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00
Amostra 2A_PI20ppb_02_12_22 Sm (Mn, 2x3) 2: MRM of 2 Channels API+
0 1.97 81 > 46 (NDMA-d6)
1005 5.82e5
EQ‘
0 ¥ T 1 1 1 RasRS ] 1 1 o R 1 T 2 B T 1 1 . LB i il ! 2 § " i 4 L IT”""e
0.50 1.00 150 200 250 3.00 350 400 450 5.00 550 6.00

14: MRM of 2 Channels AP+ Amostra 2A_PI20ppb_02_12_22 Sm (Mn, 2x3)

10: MRM of 3 Channels AP+

206 117 > 87 (NMOR)
100 2.30e5
334
O T T T T T T T T T T T T T e T T I e T T T
050 100 150 200 25 300 350 400 450 500 55 600
Amostra 2A_PI120ppb_02_12_22 Sm (Mn, 2x3) 10: MRM of 3 Channels AP+
0 213 117 > 45 (NMOR)
100 SN 256 332 1.43e5
TR e
- 7 \ 2.87 {369 489
035,045 2% T A AR AT 5 % 5%
o - - S Y ; -
"050 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
Amostra 2A_PI20ppb_02_12_22 Sm (Mn, 2x3) 11: MRM of 2 Channels AP+
210 121 > 91 (NMOR d4)
100 1.48e6
aeu
3.68
OB e oo man e amARdRRARRRARI TR o e e  Ama s RAas Rakan aansa)
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
Amostra 2A_PI20ppb_02_12_22 Sm (Mn, 2x3) 6: MRM of 2 Channels AP+
2.50 103 > 75 (NDEA)
100 = 34 1.10e5
=
0.00 161 193 472 533
e L L B L L B s L LAt e e L s R s e
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
Amostra 2A_PI20ppb_02_12_22 Sm (Mn, 2x3) 6. MRM of 2 Channels AP+
3.37 103 > 28.0 (NDEA)
1007 2.38e5
: 157 17
# ' 262
0 EEAT B LN FAARD RLTAN BARLE LAY NABLH RBTN %AALT N0 L BRARS N2CR) KBSk BELES LAGEN REL A BEREE LENS 0 LROLS A2 LAY LALER RS8N RASIY RABLS |
050 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
Amostra 2A_PI20ppb_02_12_22 Sm (Mn, 2x3) 8. MRM of 2 Channels APl+
0 2,60 113 > 34 (NDEA d10)
1005 P 6.55e5
= \\
N
c ¥ T 1 T T | RASRS | T 1 TR, 1 T 3 1 | R ! M o i A ! i | " L B T ITlme
050 100 15 200 250 300 350 400 450 500 550 600
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3) Cromatogramas do Esmalte D fortificado com 40 ng g' de NDELA-ds, NDMA-ds, NMOR-d4 e NDEA-d10

Ponto 1_P120ppb_28_11_22 Sm (Mn, 2x3)
186 135 > 74.14 (NDELA)
1005 6.54e5
a&_
0 LEEAS BASN RABEE ESAH BAREL LLEEN BARSE RASLE RAZAT RELLY RAARD LELAT RRLLE ERLEY BELES LRASH FEARS REESY LAALA RARAY RESLE LEALY BANLE E3 00|
0.50 1.00 150 200 250 300 3.50 400 450 500 550 6.00
Ponto 1_PI20ppb_28_11_22 Sm (Mn, 2x3) 14: MRM of 2 Channels AP+
1.86 135 > 104.08 (NDELA)
100+ 7.31e5
L =5 \
\\.
0 T T | BARLE R | T T T | BB B GO AR Bt B o It el R LG O] B B |
0.50 1.00 150 200 250 3.00 350 400 450 500 550 6.00
Ponto 1_PI20ppb_26_11_22 Sm (Mn, 2x3) 15 MRM of 2 Channels AP+
00- 1.86 143.1 > 80 (NDELA d8)
1 7.33e5
g_
O-rrrry T T LR AR AN L RN DA IS R IR DA LA RLLAE REN SRR RIS LALALE RAL A R
0.50 1.00 150 200 250 300 350 400 450 500 550 6.00
Ponto 1_PI20ppb_28_11_22 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 2 Channels AP+
193 75 > 58 (NDMA)
100+ 4 66e4
#
olots ossom 225 264 301329
0.50 1.00 1.50 2.00 250 3.00 3.50 4.00 450 5.00 5.50 6.00
Ponto 1_PI20ppb_28_11_22 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 2 Channels APl+
226 75 > 43 (NDMA)
100 2.08 5% 510e5
# 1.94
0.25 >
0 LARAR RARLE BARLE RARAN IULEE RARLS RARAE LEIULN LR ISR RAALE REARY RS RIAAS LIS LEAAN LALRE RIUULE IR RILRLE AR LN RALES RARLE |
1.00 1.50 200 250 3.00 3.50 400 450 5.00 5.50 6.00
Ponto 1_PI20ppb_28_11_22 Sm (Mn, 2x3) 2: MRM of 2 Channels API+
194 81 > 46 (NDMA-d6)
1004 5 485
g f
0 EEAD D R B BT o T o U NAARLRAAMS WAAAI RALAS LAARE LLAN LAARE LRAAR RAMS AEAAS AASRS AAAAS nasAs nanan LELLI L
0.50 1.00 1.50 2.00 250 3.00 3.50 4.00 & 5.00 5.50 6.00

14: MRM of 2 Channels APl+ Ponto 1_Pi20ppb_28_11_22 Sm (Mn, 2x3)

10: MRM of 3 Channels AP+

2.07 117 > 87 (NMOR)
1004 4.71e4
1.89
E= 331 342 374 402
LK 4 A48 479507
0 JAEEY | A8 RAREY AR AR | AR AR REARS AR | | RS LR RRARE RRRAN | RERAS RAAAR LS RAALN RARLE]
050 100 150 200 250 300 350 400 450 650 550 6.00
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4) Cromatogramas do Esmalte E fortificado com 40 ng g' de NDELA-ds, NDMA-ds, NMOR-d4 e NDEA-d10

Amostra 3A_PI20ppb_02_12_22 Sm (Mn, 2x3)
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5) Cromatogramas do Esmalte H fortificado com 40 ng g' de NDELA-ds, NDMA-ds, NMOR-d4 e NDEA-d10

Amostra 4A_PI20ppb_02_12_22 Sm (Mn, 2x3)
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14- MRM of 2 Channels APl+ Amostra 4A_PI20ppb_02_12_22 Sm (Mn, 2x3)

10: MRM of 3 Channels API+
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6) Cromatogramas do Esmalte G fortificado com 40 ng g' de NDELA-ds, NDMA-ds, NMOR-d4 e NDEA-d10

Amostra 5A_PI120ppb_02_12_22 Sm (Mn, 2x3)
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7) Cromatograma de recuperagio dos Esmaltes A e C. Fortificagdo com 40 ng g' de NDEA e 40 ng g de NDEA-d1o

Amostra 1C_PI20ppb_20ppb_02_12_22 Sm (Mn, 2x3)

6. MRM of 2 Channels AP+ amostra 2C_PI20ppb_20ppb_02_12_22 Sm (Mn, 2x3)

6: MRM of 2 Channels API+
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8) Cromatograma de recuperacgio dos Esmaltes D e E. Fortificagdo com 40 ng g' de NDEA e 40 ng g' de NDEA-d1o

6- MRM of 2 Channels APl+ Amostra 3C_PI20ppb_20ppb_02_12_22 Sm (Mn, 2x3)

6. MRM of 2 Channels AP+

Ponto 18_PI20ppb_40ppb_28_11_22 Sm (Mn, 2x3)
259 103 > 75 (NDEA) 3 261 103 > 75 (NDEA)
W 571e5 190 5.025
Esmalte E
Esmalte D
= =
N 3 221 340
215 W e i
O T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1 0 T 1 T 1 T o 1 1 T Bl | T i | g T 1 T 1 ! o § T ) 1 o |
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 400 450 500 550 6.00 0.50 1.00 150 200 250 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00
Ponto 18_PI20ppb_40ppb 28 11_22 Sm (Mn, 2x3) 6- MRM of 2 Channels APl+ Amostra 3C_PI20ppb_20ppb_02_12_22 Sm (Mn, 2x3) 6. MRM of 2 Channels AP+
259 103 > 28.9 (NDEA) 100- 261 103 > 28.9 (NDEA)
100+ 4535 4.26e5
335
i B \ I\
331 \ /
151 A \ | \K
/N 189 \ Y 130 187 24 Ay 8
N oA \ \ l’\ Fa \, \oy
/ J S H N N B ~
/ o . e i M e -
L L A Lo o s o o B L B L L L A ER Ay e e s ] e e L L s B A B e L s LAt LA LB L Lna basa sasad nasas st o]
050 1.00 1.50 200 250 3.00 3.50 400 4.50 5.00 5.50 6.00 0.50 1.00 1.50 2.00 250 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 550 6.00
Ponto 18_PI20ppb_40ppb_28_11_22 Sm (Mn, 2x3) 8 MRM of 2 Channels AP+ Amostra 3C_PI20ppb_20ppb_02_12_22 Sm (Mn, 2x3) & MRM of 2 Channels AP+
256 113 = 34 (NDEA d10) 2,57 113 > 34 (NDEA d10)
100- (\ 714e5 1007 o]
|- \ L -2 \
\\ \\
f N ,
O T 1 1 1 1 1 1 1 1 T T T T ™ T L | T M T T |T|me c T 1 I 1 T 1 1 1 | B 1 T (2 | T 1 1 1 1 T 1 1 | B 1 |1'"-rle
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 350 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 0.50 1.00 1.50 200 250 3.00 3.50 4.00 4.50 500 550 6.00



160

9) Cromatograma de recuperagido dos Esmaltes G e H. Fortificagido com 40 ng g' de NDEA e 40 ng g' de NDEA-d1o

Amostra 5C_PI20ppb_20ppb_02_12_22 Sm (Mn, 2x3)

6: MRM of 2 Channels AP+ Amostra 4C_PIi20ppb_20ppb_02_12_22 Sm (Mn, 2x3)

6: MRM of 2 Channels API+
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