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Resumo

Os musks sdao compostos organicos que se inserem na classe dos poluentes emergentes.
Estes compostos sdo incorporados numa grande variedade de produtos de higiene e cuidado
pessoal como substancias fixadoras de fragancias. Normalmente os musks sao divididos em
quatro diferentes classes: nitro musks, musks policiclicos, musks macrociclicos e musks
aliciclicos. Apesar da sua ampla utilizacdo, muitos poucos estudos foram realizados tendo
como fontes de aplicacdo os produtos de higiene e cuidado pessoal.

Neste trabalho foram analisadas as concentracbes, distribuicbes, frequéncias e
quantidades totais de 12 musks (musk xylene, musk ketone, musk moskene, musk ambrette,
musk tibetene, galaxolide, tonalide, cashmeran, celestolide, phantolide, exaltolide e ethylene
brassylate) em produtos de higiene e cuidado pessoal. Estes foram divididos em 5 categorias:
perfumes, produtos de corpo e cabelo, desodorizantes, pasta de dentes e hidratantes. Para
efetuar a extragdo dos compostos, utilizou-se a metodologia de QUEChERS (Quick, Easy, Cheap,
Effective, Rugged e Safe) que ja tinha sido desenvolvida no grupo de investigacdo. As
condicOes de extracdo foram as seguintes: 500 mg de amostra, 3 mL de acetonitrilo, QUEChERS
1: 2400 mg MgS0O, + 750 mg de NaCH3COOH e QUEChERS 2: 180 mg MgS0O, + 60 mg PSA + 30
mg C,s. Depois da extracdo, as amostras foram analisadas por GC-MS.

O método analitico foi validado e a gama de linearidade foi determinada (25-4000 pg.L"
para exaltolide e musk ambrette, 10-4000 pg.L™! para musk xylene e ethylene brassylate e 5-
4000 ug.L’1 para os restantes musks). Todos eles apresentaram um comportamento linear com
coeficientes de correlagdo que variaram entre 0,9797 e 0,9974. Os limites de detegdo (LOD) e
os limites de quantificagdo (LOQ) foram calculados com base na razdo sinal-ruido. Os valores
variaram entre 0,01 ng.g" para o galaxolide e 5,77 ng.g" para o ethylene brassylate. As
recuperagles variaram entre 97% para hidratantes de pele e desodorizantes, 85% sabonetes
liguidos e as mais baixas foram obtidas para pasta de dentes com cerca de 75%.

Foram detetados musks em todas as amostras. Registaram-se 6 produtos que continham
nitro musks restringidos (musk ketone e musk xylene). Os mais detetados foram o galaxolide
(n=109), exaltolide (n=85) e cashmeran (n=78). As pastas de dentes e os champ0s para criancgas
foram os que registaram uma menor concentra¢do de musks (0,04-16,60 mg.kg?). J& os
perfumes, champos e lo¢Bes para o corpo apresentaram as maiores concentragoes (489-26658
mg.kg™). De todos os musks utilizados, os perfumes sdo a classe de produtos de higiene e
cuidado pessoal (PCPs) que detém a maior fatia com 87,2%, em contraste com as pastas de
dentes com 0,0006%. O exaltolide e galaxolide representam mais de 50% da composicdo de

musks em cada categoria de PCPs.



Detecao de fragrancias sintéticas (musks) em produtos de higiene e de cuidado pessoal por GC-MS

A exposicdo dérmica diaria a musks por parte de um adulto é de 383,76 ug.kg™.dia®,
enquanto que a de uma crianca é cerca de 28 vezes menor com 14,21 pg.kg™.dia™. Estes
valores de exposicdo dérmica dependem dos hdbitos de cada populacdo. Assim, torna-se
importante efetuar estes estudos numa escala regional, de modo a minimizar os erros

associados a diferenca que estas varidveis tém de regido para regiao.
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Abstract

Musks are considered emerging pollutants. These compounds are incorporated into a
wide variety of personal care products as fixative substances. Typically, musks are divided into
four different classes: nitro musks, polycyclic musks, macrocyclic musks and alicyclic musks.
Despite its widespread use, few studies in hygiene and personal care products have been
performed.

In this study the concentrations, distributions, frequencies and total quantities of 12
musks (musk xylene, musk ketone, musk moskene, musk ambrette, musk tibetene, galaxolide,
tonalide, cashmeran, celestolide, phantolide, exaltolide and ethylene brassylate) in hygiene
and personal care products were analyzed. These were divided into five categories: perfumes,
body and hair care products, deodorants, toothpastes and skin moisturizers. To perform the
extraction of the compounds, a QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe)
methodology, which has been previously developed in the research group, was used. The
extraction conditions were as follows: 500 mg of sample, 3 mL of acetonitrile, QUEChERS 1:
2400 mg MgS0O, + 750 mg NaCH3COOH and QUEChERS 2: 180 mg MgSO, + 60 mg PSA + 30 mg
C.s. After extraction, the samples were analyzed by GC-MS.

The analytical method was validated and the range of linearity was determined (25-4000
pg.L" for exaltolide and musk ambrette, 10-4000 pg.L™ to musk xylene and ethylene brassylate
and 5-4000 pg.L™ to the remaining musks). They all showed a linear correlation coefficients
ranging between 0.9797 and 0.9974. Limits of detection (LOD) and limits of quantification
(LOQ) were calculated based on the signal-to-noise ratio. Values ranged from 0.01 to ng.g™ to
galaxolide and 5.77 ng.g” to ethylene brassylate. Recoveries ranged from 97% for deodorants
and skin moisturizers, 85% for liquid soaps and about 75% for toothpastes.

Musks were detected in all samples. Restricted nitro musks (musk ketone and musk
xylene) were detected in 6 samples. The most detected compounds were galaxolide (n=109),
exaltolide (n=85) and cashmeran (n=78). Lower concentrations of musks (0.04 to 16.60 mg.kg’
') were found in toothpastes and shampoos for children. Perfumes, shampoos and body
lotions had the highest concentrations (489-26658 mg.kg™). Perfumes are the class of personal
care products (PCPs) studied that contains the largest amount of musks in their composition
(87.2%), while toothpastes contained about 0.0006%. The exaltolide and galaxolide represent
more than 50% of the composition of musks in each category of PCPs.

Dermal daily exposure to musks by an adult is 383.76 pg.kg".day™, while for a child is
about 28 times lower with 14.21 pg.kg™.day™. These values depend on dermal exposure habits

of each population. Therefore, it becomes important to perform these studies on a regional
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scale in order to minimize the error associated with the difference that these variables have

from region to region.
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1 Enquadramento

Nas ultimas décadas, o impacto da poluicdo foi maioritariamente direcionado para os
poluentes considerados persistentes, nomeadamente os pesticidas toxicos/carcinogénicos e os
subprodutos industriais que apresentavam persisténcia no meio ambiente (Daughton e Ternes
1999). Estes poluentes sdo, de um modo geral, resistentes a degradacdo bacteriana e sdo
bioacumulaveis (Patterson et al., 2000). Com o aumento dos estudos cientificos na area
ambiental, descobriram-se novas substancias que até entdo ndo eram monitorizadas, mas que
apresentavam potenciais riscos para os ecossistemas. Assim, surgiu uma nova classe de
poluentes — os poluentes emergentes. Estes sdo compostos quimicos presentes numa grande
variedade de produtos utilizados no dia-a-dia como medicamentos, produtos de higiene e
cuidado pessoal, agrotéxicos, etc. A detecdo destes poluentes esta diretamente relacionada
com as capacidades analiticas de monitorizacdo nas diferentes areas ambientais. Com o
desenvolvimento de procedimentos analiticos mais sofisticados e sensiveis, ou seja, técnicas
de extracdo mais eficientes e detetores com melhor capacidade de detecdao, um maior nimero
de poluentes emergentes poderdo ser detetados a niveis residuais no meio ambiente.
Consequentemente, um nuimero acrescido de novos contaminantes que anteriormente eram
ignorados e/ou ndo reconhecidos comegaram a ser tidos em linha de conta (Pietrogrande,
2007). Dentro da classe dos poluentes emergentes encontram-se os almiscares, também
designados por musks. Estes compostos sdo incorporados nos produtos de higiene e cuidado
pessoal como substancias fixadoras de fragancias (Hutter et al., 2010). O seu uso intensivo e
generalizado, bem como a sua natureza lipofilica, tornaram estes compostos alvos
interessantes para futuras pesquisas, nomeadamente na area da toxicologia (Roosens et al.,
2007).

Assim, neste contexto, os principais objetivos deste trabalho foram estimar o padrdo de
utilizacdo dos produtos de higiene pessoal na populagdo da drea metropolitana do Porto e
posteriormente, a exposicdo humana e dos ecossistemas a musks através da monitorizagao

dos seus niveis, nos produtos mais utilizados por esta populagao alvo.
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2 Introdugao

2.1 Produtos de higiene e cuidado pessoal

Os produtos de higiene e de cuidado pessoal (PCPs) sdo quimicos organicos sintéticos
usados numa grande variedade de produtos de banho, pastas de dentes, cosméticos,
protetores solares, etc. Compostos como os musks, filtros UV, antissépticos, parabenos sdo
exemplos de PCPs. O impacto ambiental destes compostos quimicos existentes nos produtos
de higiene que sdo utilizados diariamente pela populagdo constitui uma area emergente de
pesquisa, uma vez que os efeitos a longo prazo destes compostos sdo ainda desconhecidos
(Patterson et al., 2000).

Estes poluentes sdo introduzidos maioritariamente no ambiente através das aguas
residuais provenientes das habita¢cdes. Posteriormente, estas dguas contaminadas sao
conduzidas até as estacOes de tratamento de aguas residuais (ETARs). Apesar de todos os
tratamentos efetuados (quimicos e/ou fisicos), as ETARs ainda ndo estdo preparadas para
remover/degradar estes contaminantes. Por esta razdo grandes quantidades destes
compostos sdo descarregados continuamente no meio ambiente (Laessig et al., 2012). Assim,
os PCPs podem ser encontrados em qualquer individuo que tenha contato com estes
(absorcdo cutanea, inalacdo ou até ingestdo de 4gua e alimentos contaminados) ou em
qualguer massa de agua (rios, aquiferos, dguas subterraneas, ambientes marinhos e varias
fontes de d4gua potavel) que esteja a jusante de um esgoto bruto ou tratado (U. S.
Environmental Protection Agency, 2010) e (Yin et al., 2012). Tal como foi referido
anteriormente, o impacto ambiental e até na saude humana dos diversos compostos que
pertencem a classe dos PCPs é ainda escassa. De entre estes compostos, as fragrancias
sintéticas (musks) sdo talvez uma das classes que tem suscitado maior preocupagdo por parte
da comunidade cientifica.

Os musks sdo uma classe de compostos organicos que desempenham um papel
fundamental na industria de perfumes e cosméticos, uma vez que sdo utilizados como
fixadores de fragrancias (constituem as notas de base dos perfumes). Possuem diferentes

estruturas quimicas e podem ser de origem natural ou sintética (Sommer, 2004).

2.2 Musks naturais

Desde a antiguidade que os musks naturais foram utilizados em cerimdnias religiosas

(constituintes do incenso), em medicamentos e também como fixadores de fragrancias na area
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da perfumaria. Até ao final do século XIX, estes compostos foram obtidos através de fontes
animais ou vegetais. Os musks de origem animal eram obtidos principalmente da glandula
exocrina do cervo-almiscarado (Moschus moschiferus), mas também de outros animais
almiscarados como o boi (Ovibos moschatus), gato (Civettictis civetta), rato (Ondatra
Zibethicus), pato (Biziura lobata), escaravelho (Calichroma moschata), etc. Os de origem
vegetal eram obtidos através das raizes, sementes e até flores de algumas plantas (Mimulus
inoschalus, Hibiscus abelmoschus, Angelica archangelica).

A utilizagcdo dos musks de origem animal, nomeadamente do cervo-almiscarado manteve-
se durante milhares de anos. No entanto, devido a proximidade de extincdo desta espécie, a
producdo e uso destes musks naturais foram proibidos em 1979 (Fragrantica, 2013). Para além
desta importante questdo ética, o elevado preco e a incerteza de obtencdo foram as principais
razdes que levaram a industria a tentar sintetizar novos compostos fixadores de fragancias, os

musks sintéticos (Ravi et al., 2001; Fragrantica, 2013 e Giddings et al., 2000).

2.3 Musks sintéticos

Tal como mencionado anteriormente, os musks de origem natural foram sendo
gradualmente substituidos por musks sintéticos com propriedades semelhantes. O
crescimento da procura proporcionou a abertura de um novo mercado para a producdo destes
fixadores. Atualmente, quase todos os musks utilizados em cosméticos e produtos de
perfumaria sdo de origem sintética (G. G. Rimkus, 1999).

Hoje em dia, os musks sintéticos estdo divididos em 4 principais grupos quimicos: nitro,

policiclicos, macrociclicos e aliciclicos.

2.3.1 Nitro musks

O uso de fragrancias sintéticas teve o seu inicio no séc. XX com a produc¢do dos nitro
musks. Este grupo foi descoberto em 1888 por Albert Baur por condensacdo do tolueno com
brometo de isobutilo, na presenca de cloreto de aluminio. Esta reagdo deu entdo origem ao
primeiro musk deste grupo, o musk moskene (MM) (Pickthall, 1960). Quimicamente, esta
classe de compostos sintéticos deriva do benzeno, dinitro e trinitro substituidos (Wombacher e
Hornbuckle, 2009; Herren e Berset, 2000).

Dentro deste grupo destacam-se 5 compostos sintéticos (Tabela 1): musk moskene (MM),

musk tibetene (MT), musk xylene (MX), musk ketone (MK) e musk ambrette (MA).
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Tabela 1 - Estruturas quimicas e carateristicas dos nitro musks (Zhejiang NetSun Co., Ltd., 2013)

Ponto

Numero Férmula Estrutura m';I:::ZTar ebuligdo Log So;l:!muaade
CAS molecular molecular 1 (a 760 mmHg) Kow g_1
(g.mol™) °0) (mg.L”)
O,N NO.
Musk
ambrette 83-66-9 C1oH46N,05 o 268,3 369 5,7 1,67
(MA) |
Musk ON NO,

ketone 81-14-1  CyHygN,0s 294,3 395 43 1,90

(MK)

[}
O,N. NO,
Musk : :
moskene  116-66-5  Cy4HigN,0, I 278,3 351 58 0,17

(MM)

Musk !
tibetene  145-39-1  C;3HqgN,0, ’ C ’ 266,3 391 5,9 0,29
(MT) -

MUSk O,N. NO,
xylene 81-15-2 Cy,H15N306 ' C ' 297,2 392 4,9 0,49
(MX)

Conforme se pode verificar na Tabela 1, o musk moskene (MM) e o musk tibetene (MT)
parecem ser os compostos com um maior caracter lipofilico, apresentando os valores mais
elevados de log Kow € a menor solubilidade em agua.

Esta classe de compostos dominou o mercado dos fixadores de fragrancias durante
muitos anos mas, com o passar do tempo, um novo grupo de musks emergiu devido a sua

maior estabilidade e baixo custo — os musks policiclicos (European Comission, 1997).

2.3.2 Musks policiclicos

Os musks policiclicos suplantaram os nitro musks no inicio da década de 50 devido ao
menor custo associado a sua sintese, ao aumento da sua resisténcia a degradagao por efeito
da luz, baixa toxicidade e maior estabilidade molecular gracas a sua estrutura quimica
(apresentam mais do que um anel na sua estrutura, aumentando assim a sua estabilidade)
(Herren e Berset, 2000; Roosens et al., 2007). Quimicamente estes compostos sdo derivados
de tetralina e indano, substituidos maioritariamente por grupos metilo (G. G. Rimkus, 1999).

Os principais musks policiclicos (Tabela 2) sdo: galaxolide (HHCB), tonalide (AHTN),
cashmeran (DPMI), celestolide (ADBI), phantolide (AHMI) e traseolide (ATII).
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Tabela 2 - Estruturas quimicas e carateristicas dos musks policiclicos (Zhejiang NetSun Co., Ltd., 2013)

Ponto

Numero Férmula Estrutura m':)I:a:ZTar ebulicdo Log So“:;,:'duaade
CAS molecular molecular € 1 (a 760 mmHg) Kow e g_l
(g.mol™) °0) (mg.L”)
[§]
Musk
cashmeran  33704-61-9 Cy4H,,0 206,3 286 49 0,17
(DPMI)
]
Musk
celestolide 13171-00-1 Cy7H,40 2444 308-309 6,6 0,02
(ADBI)
Musk
galaxolide 1222-05-5 CisH560 .O ! 258,4 326 5,9 1,75
(HHCB)
[}
Musk
phantolide ~ 15323-35-0  CyyHy,0 .O 244,4 337 6,7 0,03
(AHMI)
Musk I
tonalide ~ 1506-02-1  CygH,cO ‘O 258,4 357 5,7 1,25
(AHTN)
Musk
traseolide ~ 68140-48-7 CisH560 .O 258,4 350 8,1 0,09
(ATH)

Entre os musks policiclicos o musk traseolide (ATIl) é o que apresenta um carater mais
lipofilico, apresentando um Log Koy de 8,1 e baixa solubilidade em agua, de acordo com a
Tabela 2.

Apesar do baixo custo de producdo e da sua utilizagdo em grande escala, este grupo de
musks teve um abrandamento de produgao nos ultimos anos, continuando, no entanto, a ser a

classe mais utilizada. Desenvolveu-se entdo um terceiro grupo — os musks macrociclicos.

2.3.3 Musks macrociclicos

Os musks macrociclicos sdo quimicamente semelhantes aos que ocorrem naturalmente
em animais e plantas (cetonas ou lactonas ciclicas com cerca de 10-15 carbonos) e por isso,
apresentam uma maior estabilidade quimica (Roosens et al., 2007). Devido ao seu elevado
custo de produgdo, estes compostos apenas representam uma pequena parte dos musks
sintéticos existentes no mercado (3-4%) e sdo maioritariamente utilizados em perfumes
(Abramsson-Zetterberg e Slanina, 2002). No entanto, as suas excelentes propriedades
fixadoras continuam a desempenhar um papel fundamental neste tipo de industria

(Abramsson-Zetterberg e Slanina, 2002).
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Alguns exemplos de musks pertencentes a este grupo sdao o musk ambrettolide, civetone,

ethylene brassylate, exaltolide (thibetolide) e muscone (Tabela 3).

Tabela 3 - Estruturas quimicas e carateristicas dos musks macrociclicos (Zhejiang NetSun Co., Ltd.,

2013)
Massa Ponto Solubilidade
Numero Férmula Estrutura molecular ebuligdo Log em gua
CAS molecular molecular cu_l (a 760 mmHg) Kow g.l:
(g.mol™) °c) (mg.L")
Musk
ambrettolide 123-69-3 Ci6H250, %j 252,4 286 5,4 0,59
.MuSk 542-46-1 Cy7H300 {; 250,4 308-309 6,3 0,10
civetone
Musk N
ethylene 105-95-3 C14H,404 256,3 465 4,7 1,72
brassylate
Musk
exaltolide 106-02-5 Cy6H250, o 252,4 379 6,0 0,15
(thibetolide) B
Musk 541-91-3  CyeHagO <C:§ 2384 330 6,0 0,22
muscone

Estes compostos caraterizam-se pela sua elevada natureza lipofilica (Log Kow >5), como se
constata na Tabela 3. Dentro deste grupo o musk ethylene brassylate apresenta uma das

maiores solubilidades em agua e maior ponto de ebulicdo.

2.3.4 Musks aliciclicos

Os musks aliciclicos, também denominados por musks lineares, constituem uma nova
classe de fixadores de fragrancias (Tabela 4). O primeiro composto deste grupo a ser
sintetizado foi o cyclomusk em 1975. Apesar de terem sido descobertos na década de 70, s6
foram introduzidos no mercado em 1990 através do composto helvetolide. Estruturalmente

estes compostos sdao muito diferentes dos até entdo conhecidos. (Kraft, 2004; Eh, 2004)
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Tabela 4 - Estruturas quimicas e carateristicas dos musks aliciclicos (Zhejiang NetSun Co., Ltd., 2013)

Ponto .
Numero Férmula Estrutura mlt\:lla:fl?ar ebuli¢do Log So“:!'duaade
CAS molecular molecular € 1 (a 760 mmHg) Kow € g_l
(g.mol’) (°c) (mg.L”)
cyx:l;:l;sk 84012:646  CyH:0; gL 264,4 337 67 0,03
O
T)I/\
\xf\
Musk 101293730 Cobg0s e - 2844 246 55 0,30
helvetolide oo
/7
Musk [:/j ) i
romandolide 2303917677 CisHa604 gfo»ic 270,4 308 6,7 0,01

Este grupo de musks, referenciado na Tabela 4, difere dos grupos anteriores na sua
estrutura molecular — sdo os Unicos que apresentam uma estrutura linear. De uma forma geral

estes compostos apresentam uma maior insolubilidade em agua.

Apds a apresentacdo dos diversos grupos de musks, o ponto seguinte aborda a producao,
comercializacdo e consumo destes compostos. Avaliar-se-a qual o perfil de utilizacdo de musks,

assim como as quantidades consumidas na UE.

2.4 Producao e consumo de musks

A produgdo dos musks tem sofrido algumas variages ao longo do tempo. Diversos fatores
contribuiram para essas variagdes, nomeadamente a descoberta de novos musks e a proibigao
de outros, com base em estudos toxicoldgicos.

No inicio da década de 50, os musks policiclicos surgiram e comegaram a substituir os
nitro musks (Herren e Berset, 2000). No entanto, a producdo em massa dos nitro musks
apenas sofreu uma diminuicdo significativa na UE a partir da década de 90. Este fato estara
relacionado com o surgimento nessa década de diversos estudos que apontam para uma
elevada toxicidade destes compostos, para o seu potencial carcinogénico e para os seus efeitos
nocivos sobre o sistema hormonal. Por exemplo, estudos efetuados no Japdao demonstraram
que a utilizacdo do musk xylene e musk ketone tendiam a aumentar o risco de aborto nas
mulheres. Por essa razdo, a producdo destes dois compostos foi proibida naquele pais
(Wombacher e Hornbuckle, 2009). Além disso, os compostos pertencentes a esta classe
revelaram possuir propriedades bioacumulativas e foto alergénicas (como é o caso do musk

ambrette) (Roosens et al., 2007). Como sera explicado posteriormente com maior detalhe, a
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utilizagdo da maioria dos nitro musks esta restrita ou mesmo proibida na UE. Assim, os musks
policiclicos constituem, até hoje, o grupo com maior expressao a nivel industrial. Quanto aos
restantes grupos, os musks macrociclicos representam uma pequena quota de mercado (3-4%)
e sdo maioritariamente utilizados em perfumes (Abramsson-Zetterberg e Slanina, 2002),
enquanto os aliciclicos ndo tém grande expressdo de mercado (Kraft, 2004).

Em 1996, a producio mundial de musks sintéticos foi cerca de 8000 ton.ano™, em que
90% desta producdo era partilhada pelas espécies policiclicas galaxolide (HHCB) e tonalide
(AHTN) e os restantes 10% maioritariamente por musk xylne (MX) e musk ketone (MK) (Kiymet,
2009). Hoje em dia, o tonalide e o galaxolide representam cerca de 95% do mercado europeu
(Clara et al., 2011). Na figura 1 estd representada a evolugdo na producdo dos principais musks
sintéticos na UE durante a década de 90, uma vez que ndo foram encontrados dados mais

atuais (Kiymet, 2009).

100%
90%
80%
70%
R 60%
>
B 50% -
S 40% -
30% - B MK
20% E MX
10% BAITI
0% - - - B AHMI
1992 1995 1998 2000 = ADBI
1992 1995 1998 2000 B AHTN
B MK 124 61 40 35
B MX 174 110 86 67 | HHCE
BAITI 40 2 13
B AHMI 50 19 2
mADBI 34 18 15
BAHTN 885 585 385 358
B HHCB 2400 1482 1473 1427

ton musk produzidos/ano

Figura 1 - Evolugdo na produgdo de musks na EU. Adaptado de (OSPAR Comission, 2004)

Entre 1992 e 2000 registou-se uma tendéncia geral no que toca a produgdo destes

almiscares na UE. Verificou-se assim um decréscimo geral na quantidade total produzida. A




Detecao de fragrancias sintéticas (musks) em produtos de higiene e de cuidado pessoal por GC-MS

producdo a nivel mundial em 1988 foi de 7000 ton (WWF, 2000) e, desde entdo, a producdo
tem vindo a aumentar, acompanhando a tendéncia de procura. No entanto, constata-se que
ao longo da década de 90 a Europa tem vindo a perder importancia na producao de musks,
sendo que a producdo na Asia tem seguido uma tendéncia contraria (Nakata et al., 2012).
Relativamente ao consumo de musks apresenta-se como exemplo os dados relativos a
Dinamarca. Este pais com cerca de 5.500.000 habitantes teve um consumo de 535 kg no ano
de 2000. Como se pode verificar na figura 2, os musks mais consumidos sdo o galaxolide (333

kg.ano™), seguido do musk xylene (134 kg.ano™) (Térneman, 2008).

350

300

250

200

150

100

Quantidade de musks (kg)

w1
o

EMK BEMX EHHCB BEAHTN EOutros

Figura 2 - Consumo médio de musks na Dinamarca. Adaptado de (T6rneman, 2008)

Em 2000 a taxa de consumo dos musks na EU situou-se nos 2400 ton.ano™ (Schwartz et
al., 2000). Esta taxa de consumo corresponde a uma utilizacdo média estimada de 4,4 e 11,1
mg.hab™.dia™ para o tonalide e o galaxolide, respetivamente (Balk e Ford, 1999).

Como se pode verificar na figura 2, o galaxolide é o musk sintético mais produzido e
consumido na UE. Na verdade, apenas este musk apresenta nos ultimos anos uma tendéncia
de aumento de produgdo e consumo, contrastando com a diminuicdo de grande parte dos
outros nitro musks e policiclicos (Kiymet, 2009). O perfil de consumo do galaxolide na

Dinamarca esta representado na figura 3 (TGrneman, 2008).
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Figura 3 - Quantidade consumida de HHCB na Dinamarca. Adaptado de (Térneman, 2008)

Com a globalizacdo e o aumento da populagdo mundial, torna-se evidente que, salvo
restricGes a nivel da legislacdo ou descoberta de novos compostos, o aumento da quantidade
consumida de galaxolide é uma tendéncia que continuard ao longo dos anos. Em suma, os
musks policiclicos representam a classe de compostos mais consumidos, sendo o galaxolide o
composto com maior impacto no consumo. Paralelamente, os musks macrociclicos
apresentam uma tendéncia de aumento no mercado nos préximos anos, contrastando com a
reducdo progressiva dos nitro musks e a situagdo indefinida dos aliciclicos, devido a sua
recente descoberta (European Chemicals Agency, 2008).

A nivel da legislagdo europeia, esta tem vindo a ser cada vez mais exigente no que toca a
utilizacdo dos musks. Em 1995 apenas o musk ambrette (MA) estava rotulado como substancia
proibida (Diretiva de Execucdo 95/34/EU) e passados trés anos foram acrescentadas mais dois
musks a este grupo — musk moskene (MM) e musk tibetene (MT) (Diretiva de Execugdo
98/62/EU). Em 2004, com a Diretiva de Execuc¢do 2004/88/EU foi restringido o uso do musk
xylene (MX) e musk ketone (MK) na maioria dos produtos de higiene e proibida a sua utilizacdo
em produtos de higiene oral. O mesmo se registou com o AHTN na Diretiva de Execugao
2008/42/EU. O REACH (Regulation on Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of
Chemicals) classifica o musk xylene (MX) como vPvB (very persistent and very bioaccumulative),
desaconselhando a utilizacdo deste quimico. Atualmente, na UE, encontra-se em vigor a
Diretiva de Execugdo 2012/21/EU e pela IFRA (Associacdo Internacional de Fragrancias) que
legisla as concentragGes maximas permitidas destes compostos em produtos de higiene de

acordo com a Tabela 5.

10
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Tabela 5 - Legislagdao europeia e limitagdes ao uso dos musks em produtos de higiene

Musks

Directiva 2012/21/EU
(%m/m)

IFRA

REACH

MA

MK

Nitro

musks MM

mMT

MX

Proibido
Restringido

Fragrancias finas: 1,4%

Eau de toilette: 0,56%

Produtos hidroalcodlicos: 0,042%
Cremes perfumados: 0,042%
Produtos mantidos na pele apés
aplicagdo: 0,042%

Produtos com enxaguamento apds
aplicagdo: 0,042%

Produtos de aplicagdo oral: 0%
Proibido

Proibido

Restringido

Fragrancias finas: 1,0%

Eau de toilette: 0,4%

Produtos hidroalcodlicos: 0,03%
Cremes perfumados: 0,03%
Produtos mantidos na pele apds
aplicagdo: 0,03%

Produtos com enxaguamento apos
aplicagdo: 0,03%

Produtos de aplicagdo oral: 0%

Proibido

Proibido
Proibido

Proibido

Regulamento N.2
412/2012 - vPvB

DPMI
ADBI
HHCB

AHMI

Musks
policiclicos

AHTN

ATII

Restringido

Fragrancias finas: 2,5%

Eau de toilette: 0,1%

Produtos hidroalcodlicos: 1,0%
Cremes perfumados: 0,5%
Produtos mantidos na pele apds
aplicagdo: 0,1%

Produtos com enxaguamento apos
aplicagdo: 0, 2%

Produtos de aplicagdo oral: 0%

Restringido

Produtos mantidos na
pele apés aplicagao:
2%

Produtos com
enxaguamento apos
aplicagao: -

--- ndo consta da legislagdo

Esta legislacdo europeia sobre a regulamentac¢do dos produtos cosméticos, representada

na Tabela 5, foi transposta para a lei nacional (Decreto-Lei n.2 189/2008), que foi

11
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posteriormente alterado pelos Decreto-Lei n.2 115/2009, Decreto-Lei. n.2 113/2010, Decreto-
Lei n.2 63/2012 e Decreto-Lei n.2 245/2012.

A acrescentar a esta legislagdo, a Associagdo Internacional de Fragrancias (IFRA)
estabeleceu restricdes adicionais a legislacdo europeia e que devem ser cumpridas por todas
as empresas que a compdem. Como se pode observar na Tabela 5, existe uma autorregulacao,
pois alguns compostos que foram proibidos/restringidos pela IFRA (como é o caso do MX e
AHMI) ainda ndo o foram a luz da legislagao europeia.

E importante referir que ainda existem lacunas importantes a nivel de legislagdo no que
toca aos musks macrociclicos e aliciclicos (European Chemicals Agency, 2008).

Face a estes dados, torna-se importante avaliar a exposicdo humana e ambiental a estes
compostos, determinando as principais fontes de contaminac¢do, formas de introducdo no
meio ambiente e sua distribuicdo nos vdrios compartimentos ambientais em que se

concentram e principais riscos para o Homem.

2.5 Exposicao humana e ambiental a musks

Tal como mencionado anteriormente, a principal fonte de musks sdo os produtos
cosméticos e de higiene pessoal (perfumes, lo¢des, géis de banho, champds, desodorizantes,
etc.), bem como os produtos de limpeza como detergentes e amaciadores de roupa. Assim, é
esperado que a exposicdo humana a musks provenha maioritariamente do contacto direto
através da pele com os produtos de higiene e cuidado pessoal e até de limpeza (embora com
menor expressdo). Apesar deste érgdo proporcionar uma barreira de prote¢do natural, alguns
compostos presentes nestes produtos de higiene, nomeadamente musks, poderao penetrar no
organismo. Outros produtos de cuidado pessoal e limpeza sdo aplicados através de
pulverizagdo, existindo nesse caso um maior risco de exposicdo por inalacdo e até ingestdo (L.
Loretz et al., 2006; L. Loretz et al., 2005; J. W. Biesterbos et al., 2013). Quanto a exposicdo
ambiental, é esperado que os residuos provenientes da utilizagdo humana sejam a maior fonte
de contaminacdo. De facto, os musks sdo incorporados em produtos com uma elevada taxa de
utilizacdo e, por isso, sdo continuamente introduzidos no meio ambiente através dos sistemas
urbanos de esgotos. Devido as suas propriedades (bioacumulagdo e lipofilicidade), estes
compostos sdo apenas parcialmente biodegradaveis e portanto, quando chegam as estagdes
de tratamento de dguas residuais ndo sao completamente removidos. Logo, os efluentes das
ETAR’s, bem como as suas lamas, constituem o principal meio de contaminagao.

Diversos estudos reportaram a presenca destes compostos em diferentes

compartimentos ambientais como &guas de rios (Lee et al., 2010) (150-16720 ng.L?),

12
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(Cavalheiro et al., 2013) (45-2347 ng.L™) e (Winkler et al., 2000) (25-260 ng.L™) sedimentos
(Wombacher e Hornbuckle, 2009) (0,5-20 ng.kg™) e (Laessig et al., 2012) (10,24-24,12 ng.kg™)
lamas (Herren e Berset, 2000) (10000-60000 ng/kg), (Shek et al., 2008) (351-78600 ng.L™),
(Zeng et al., 2005) (192-21214 ng.L™), (Smyth et al., 2007) (126-19800 ng.L) e (Guo et al.,
2010) (250-82000 ng.L™") organismos aquaticos (Rimkus et al., 1999) (<1-3600 pg/kg de
gordura), (Rimkus e Wolf, 1995) (<10-1060 pg/kg de gordura) e até em leite e tecidos humanos
(Kang et al., 2010) (26,4-586 ng.g™).

Tendo em conta a exposigdo humana e ambiental a estes compostos, torna-se importante
o conhecimento das carateristicas a nivel da sua persisténcia (P), bioacumulagdo (B) e

toxicidade (T) dos musks com uma maior taxa de producao e utilizagdo (Tabela 6).

Tabela 6 - Carateristicas dos musks de maior consumo nos critérios de P, B e T (OSPAR Comission,

2004)
Musks Persisténcia (P) Bioacumulagao (B) Toxicidade (T)

MX P ou mP B ou mB Incerto

MK P ou mP nB Incerto
AHTN Potencialmente P nB nT
HHCB Potencialmente P nB nT
Macrociclicos nP - -
Aliciclicos

Os nitro musks MX e MK tém uma elevada persisténcia no meio ambiente, atingindo até a
cotacdo de muito persistentes (mP). Ao MX acresce o fato de ser bioacumulativo (B ou mB). Na
familia dos policiclicos, o AHTN e o HHCB s3do as duas substancias com maior interesse
comercial. Estudos apontam para que ambos ndo apresentem efeitos adversos para a saude
quando incorporados em produtos de higiene e cuidado pessoal (nB e nT) (HERA, 2004) e
(OSPAR Comission, 2004).

Tal como mencionado anteriormente o musk tibetene (MT), musk moskene (MM) e musk
ambrette (MA) estdo proibidos na Europa, uma vez que estes tém as seguintes carateristicas:

e MA — composto fototdxico, fotoalergénico e neurotdxico;

e MM - composto toxico e bioacumulativo;

e MT - composto tdxico, carcinogénico e apresenta atividade estrogénica.

Relativamente ao grupo dos macrociclicos, ainda parece haver pouca informacao sobre os
riscos sanitarios e ambientais que estes possam apresentar. Apesar disso, devido a sua

estrutura semelhante aos musks naturais, estes parecem apresentar menores riscos
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ambientais, pois parecem ser mais facilmente degradados por acdo microbiana do que os seus
antecessores (OSPAR Comission, 2004) e (Peters, 2005). Quanto aos musks aliciclicos ndo
existe, até ao momento, informacao quanto a sua potencial toxicidade.

Em termos de saude para o Homem e impacte no ambiente, os musks apresentam baixa
biodegradabilidade, o que conduz a um aumento dos riscos visto estes compostos se
acumularem nas diversas matrizes. Tal como mencionado anteriormente, desde a década de
90 que os nitro musks e os musks policiclicos sdo encontrados nas aguas, peixes, tecido
adiposo humano e leite humano (Schwartz et al., 2000).

Como ja foi referido, a principal fonte de exposicdo humana e de contaminagdo ambiental
sdo os produtos de higiene e cuidado pessoal. Embora vérios estudos tenham sido efetuados
na sua determinagdo em compartimentos ambientais, poucos se focaram na determinacdo dos
musks nos produtos de origem, sendo esse um dos objetivos deste trabalho. Para levar a cabo
esse objetivo, torna-se imperioso, antes de mais, escolher um método de analise para estes

compostos.

2.6 Métodos analiticos para a determinacao de musks em produtos de
higiene

Nos ultimos anos foram desenvolvidos diversos métodos analiticos para a determinacdo
dos musks em diferentes matrizes (aguas, sedimentos, solos, ar, biota, amostras humanas,
produtos de higiene e limpeza). A maioria deles utiliza cromatografia em fase gasosa acoplada
a espectrometria de massa (GC-MS) como técnica instrumental. No entanto, as amostras ndo
poderdo ser analisadas em bruto, sendo necessario haver primeiramente uma preparacao,
dada a necessidade de eliminar interferentes e pré-concentrar as amostras. Para tal, diversas

técnicas de extragcdo tém sido empregues.

2.6.1 Técnicas de extracio

Neste capitulo, serdo apenas abordadas técnicas de extragdo utilizadas na determinagao

de musks em produtos de higiene e cuidado pessoal.

2.6.1.1 Extragdo liquido-liquido (LLE)

Esta técnica tem por base os principios de transferéncia de massa. Uma amostra liquida

contacta com um solvente organico imiscivel, de forma a extrair os analitos de interesse.
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Assim, é esperado que o analito, tendo mais afinidade para o solvente organico, migre para a
fase rica no solvente de extracdo. Logo, a eficiéncia da extracdo depende da afinidade do
analito pelo solvente de extracdo, da quantidade de solvente utilizada e do numero de
extracgoes (Lee et al., 2012).

A extracdo liquido-liquido apresenta as vantagens de ser simples e poder utilizar diversos
tipos de solventes, consoante os compostos em estudo (selecdo por questdes de solubilidade e
seletividade) (Queiroz et al., 2001). Por outro lado, esta técnica possui uma série de
desvantagens, de onde se destacam:

e Perdas de analito em amostras com elevada afinidade com a agua (os analitos sdo
apenas parcialmente extraidas pelo solvente orgéanico);

e Possiveis impurezas e/ou contaminantes do solvente também sdo concentradas
conjuntamente com a amostra;

e Possivel formacdo de emulsdes;

e Utilizacdo de volumes relativamente elevados de amostra e de solventes;

e Alguns solventes organicos utilizados usualmente sao toéxicos;

e Processo suscetivel a erros e de dificil automacao.

Apesar destas desvantagens, a extracao liquido-liquido é considerada uma técnica classica
de preparacdo de amostras e tem sido largamente utilizada em analises de diversos tipos de

substancias presentes em diversas matrizes (Queiroz et al., 2001; Lee et al., 2012).

2.6.1.2 Extragdo em fase sélida (SPE)

Conjuntamente com a extragdo liquido-liquido, a extragdo em fase sélida (SPE) é um dos
métodos mais utilizados no pré-tratamento das amostras. A extracdo em fase sdlida ocorre
fundamentalmente em 4 etapas (Kuklenyik et al., 2007):

i. Condicionamento com solvente adequado das colunas SPE, ativando os centros
disponiveis de modo a assegurar as interacdes entre os analitos e os grupos funcionais do
sorvente;

ii. Introducdo da amostra, ocorrendo a reteng¢do do analito;

iii. Lavagem do sorvente de modo a retirar possiveis interferentes que tenham ficado
retidos na coluna;
iv. Eluicdo e captagdo do analito, recorrendo a solventes organicos adequados.

Em termos comparativos com a extra¢do liquido-liquido, a extracdo em fase sélida pode

reduzir o tempo necessario de preparacao da amostra e consome uma pequena quantidade de

solventes (He et al., 2007).
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2.6.1.3 Extragdo por ultrassons (USE)

Este € um método de extracdo de compostos organicos ndo volateis e semi-volateis
usualmente a partir de solos, lamas e residuos sélidos. Neste tipo de extra¢do, a amostra é
colocada em contacto com um solvente e este sistema é introduzido num banho de ultrassons.
As ondas ultrassdnicas propagam-se a alta velocidade através do solvente de extracdo,
provocando a formacdo de bolhas de cavitagdo. Quando estas bolhas colapsam junto da
superficie da amostra, as ondas de choque resultantes promovem a migracao dos analitos para
a fase liquida. A extracdo por ultrassons é mais rapida do que os métodos convencionais e
permite um consumo mais baixo de solventes (Babi¢ et al., 1998). No entanto, este método
ndo é o mais adequado para aplicacdes em que a concentracdo de analitos na amostra é

relativamente baixa (Trinity College, 1996).

2.6.1.4 Extracdo por dispersdo da matriz em fase sélida (MSPD)

A extracdo por dispersdo da matriz em fase sélida (MSPD) é baseada em varios principios
fisico-quimicos envolvendo forgas mecanicas aplicadas a amostra e as interagdes entre a
matriz e um suporte sélido (Barker, 2007). Neste processo, a amostra é colocada num
almofariz contendo um suporte sdlido adequado. Estes sdo misturados manualmente,
utilizando um pildo, promovendo o rompimento da estrutura fisica da amostra.. O material
resultante é entdo transferido e empacotado numa coluna adequada para a realizagdo de
eluicdo sequencial com solventes apropriados (Kristenson e Brinkman, 2006).

Esta técnica tem sido utilizada como alternativa as metodologias cldssicas de extracdo em
fase sdlida (SPE), pois requer apenas cerca de 5% da quantidade de solvente utilizada nos
métodos tradicionais e pode ser realizada de uma forma mais célere. Para além disso, o MSPD
é uma técnica que apresenta custos mais baixos e possibilita a realizagdo simultanea da

extracdo e cleanup das amostras (Barker, 2007; Barker, 2000).

2.6.1.5 Método QUEChERS

O método de QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe) foi desenvolvido
por Anastassiades et al. (2003) para extra¢do de pesticidas de alimentos (Anastassiades et al.,

2003).
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Este método tem por base trés etapas. Primeiro, a amostra é extraida com o auxilio de um
solvente organico, normalmente acetonitrilo (ACN) e, em seguida, sdo adicionados sais anidros
e/ou tampdes como o sulfato de magnésio, cloreto de sddio, acetato de sddio, etc. Estes irdo
garantir uma melhor separacdo de fases, permitindo que os compostos sejam extraidos para a
fase organica. Na terceira etapa, é efetuado um clean-up através de um processo de extracao
dispersiva em fase soélida (d-SPE), de modo a remover possiveis interferentes. Utilizam-se
sorventes como o PSA (Amina primdaria/secundaria) para remo¢do de compostos polares,
acidos gordos, agUcares, acidos organicos e alguns lipidos idnicos e o Ci;5 para remocdo de
compostos apolares como lipidos. E importante notar que a selecdo dos sorventes e
propor¢des em que sdo utilizados sdo de extrema importancia para evitar a co-extracdao de
compostos alvo na etapa de clean-up, o que diminuiria a eficacia do processo de extracdo
(CVUA, 2013).

Os QUEChERS tém sido utilizados com sucesso na extragdo de pesticidas, produtos
farmacéuticos, compostos organoclorados, fendis em diversas matrizes (Rouviére et al., 2012).

As principais vantagens desta metodologia de extracdo sdo a rapidez, facilidade de
implementacdo (requer um menor processamento da amostra), necessidade de baixas
quantidades de solvente e o baixo custo quando comparado com o das técnicas convencionais
de extracdo em fase sdlida. (Braganca et al., 2012; Cieslik et al., 2011). Usando este método
pode-se preparar cerca de 10 amostras a cada 30 min com um custo que ndo atinge 1€ por
amostra (Cieslik et al., 2011).

Esta metodologia de QUEChERS ainda ndo foi amplamente aplicada como método de
extracdo para determinacdo de musks em produtos de higiene e cuidado pessoal. Na verdade,
a aplicacdo desta técnica a musks foi estudada pela primeira vez em 2012, pelo nosso grupo de
investigacdo (Homem et al., 2013; Correia et al., 2013) e sera utilizado na realizacdo deste
trabalho.

Acoplada as técnicas de extracdo estdo os métodos instrumentais de analise, que

permitirdo identificar e quantificar os compostos nas amostras em estudo.

2.6.2 Métodos instrumentais de analise

Dos métodos utilizados para a andlise de musks destacam-se a cromatografia gasosa
acoplada a um detetor de captura de eletrées (GC-ECD), eletroforese capilar e cromatografia
gasosa acoplada a espetrometria de massa (GC-MS). O GC-ECD é particularmente sensivel a
compostos halogenados, organometalicos e com grupos nitro (Skoog et al., 2007). Por esta

razdo este método ja foi usado para detetar MX e MK (Angerer e Kafferlein, 1997) e (Rimkus et
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al., 1999). Os compostos previamente separados provenientes da coluna cromatografica sdo
conduzidos através do gas de arraste para o detetor. Quando chegam a este detetor, o gas de
arraste sofre ionizacdo, formando-se eletrdes. Os compostos organicos contendo grupos
funcionais eletronegativos tendem a capturar esses eletrdes, criando uma diminuicdo
significativa no campo elétrico.

A eletroforese capilar consiste no transporte em solucdo eletrolitica de compostos
carregados eletricamente sob a influéncia de um campo elétrico, em que se consegue separar
os solutos de acordo com as mobilidades eletroforéticas. Este método foi utilizado para a
detecdo de AHTN, HHCB, ATIl e AHMI (Martinez-Girdn et al., 2010).

Quanto ao GC-MS, esta é a técnica mais utilizada para a determinacgdo e sera este o
método instrumental escolhido para a elaboracdo deste trabalho, pelo que serd descrito em

maior detalhe o seu principio de funcionamento.

2.6.2.1 Cromatografia gasosa acoplada a espetrometria de massa (GC-MS)

A cromatografia é um método fisico de separagdo de substancias em que os componentes
a serem analisados sdo separados pela interagdo entre uma fase mdvel e estacionaria.

A cromatografia gasosa acoplada a espetrometria de massa é um método analitico que
combina a separacdo dos componentes da mistura ao longo do tempo (GC) com a
caracterizagdo dos componentes (MS). A figura 4 apresenta um esquema de um sistema de

cromatografia gasosa acoplada a espetrometria de massa.

Seringa
Injetor
A
Gasda | Fonte d Analizad
onte de nalizador
arraste ioli
ionizacgo lon-trap Eletrom:lftlplncador
Lml / /
[ —
||
Forno do GC
Linhz de transferénciz
Espetrometro de massa Computador

Figura 4 - Esquema dos componentes de um sistema de GC-MS. Adaptado de (ChemW:iki, 2013)

A amostra é introduzida no injetor onde é vaporizada e entra em contato com o gas de

arraste. Este fluxo de gas com a amostra vaporizada passa para uma coluna cromatografica
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que é revestida por uma fase estaciondria, onde ocorre a separacdo da mistura (Karaiskakis e
Gavril, 2004). De seguida os compostos entram no detetor, permitindo a sua identificacdo e
quantificagao.

Devido a sua simplicidade, sensibilidade e efetividade para separar os componentes de
misturas, a cromatografia gasosa acoplada a espetrometria de massa, é uma das ferramentas
mais importantes no trabalho de investigac3o. E utilizada em diversas pesquisas, nas quais se
destacam as pesquisas médicas, bioldgicas, quimicas, forenses. Destaca-se a drea da quimica,
onde se insere o tema desta tese — a pesquisa de musks em produtos de higiene e cuidado

pessoal.

2.6.2.1.1 Gas de arraste

O gas de arraste desempenha um papel importante e deve ser escolhido em funcdo do
tipo de detetor utilizado. Este deve ser seco, livre de oxigénio e quimicamente inerte, ndo
devendo reagir com a amostra em analise, tendo apenas a funcdo de arrastar a amostra ao
longo de toda a coluna cromatografica. Os gases mais utilizados sdo o hélio, hidrogénio, azoto

e o argon (Skoog et al., 2007; Hilbschmann, 2009).

2.6.2.1.2 Injetor

O injetor é um dispositivo que permite a introdu¢do da amostra no sistema de
cromatografia. A amostra pode ser introduzida no estado liquido (situagdo mais comum) ou
adsorvida num suporte (fibra de SPME) ou ainda em gas. As amostras liquidas sdo injetadas
com microseringas calibradas para o interior de uma camara de vaporizagdo, através de um
septo de borracha. Esta devera estar a uma temperatura tal que permita volatilizar
rapidamente a amostra (de um modo geral, cerca de 50 °C acima da temperatura de ebuli¢io
do componente menos volatil da amostra). Hoje em dia, a maioria das injecdes ja ndo sdo
efetuadas manualmente, mas recorrendo a injetores automaticos (autosampler). Apesar de
existirem diversos tipos de injetores, os mais comuns sdo os de split/splitless (Hilbschmann,
2009; Wake Forest University, 2013).

Este modo de funcionamento do injetor é utilizado quando tém de ser injetadas pequenas
quantidades de amostra na coluna. Assim, a amostra injetada é vaporizada sendo que
posteriormente dividida entre a coluna ou rejeitada consoante esteja o injetor em modo split

ou splitless. Podem ser utilizados racios de 20:1 até 500:1, onde a maior parte da amostra é
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expelida, permitindo uma diminuicdo da quantidade dos analitos a analisar (Hlibschmann,

2009; Skoog et al., 2007).

2.6.2.1.3 Coluna cromatografica

E na coluna que ocorre a separacdo dos compostos através das diferencas de ponto de
ebulicdo e da afinidade entre os analitos e a fase estacionaria que revestem as colunas. O tipo
de colunas cromatograficas é classificado de acordo com o seu diametro interno, podendo a
sua fase estacionaria ser liquida ou sdlida. Atualmente as colunas capilares sdao as mais
utilizadas, pois sdo mais eficientes. Estas podem ainda ser divididas em colunas wall coated
open tubular (WCOT) e support coated open tubular (SCOT). A primeira é composta apenas por
um tubo capilar recoberto com uma fina camada de uma fase estaciondria, enquanto na
segunda, a superficie interior do capilar esta recoberta por um suporte sélido e revestida com
uma fase estacionaria liquida (Skoog et al., 2007).

As colunas cromatograficas estdo inseridas dentro de um forno termostatizado, de modo
a que a temperatura possa ser controlada. O ponto de ebulicdo dos analitos e dos solventes
utilizados, conjuntamente com o grau de separagdo definem a temperatura étima da coluna.
Usualmente é efetuado um programa de temperaturas, quando as amostras contém analitos
numa ampla gama de pontos de ebulicdo.

A escolha de uma coluna com uma fase estacionaria mais apropriada é fulcral para se
conseguir uma separacao entre os diferentes analitos que possam constituir a amostra. Assim,
a fase estacionaria deve apresentar afinidade com os compostos a analisar, de modo a que
estes tenham um tempo de residéncia razoavel dentro da coluna, ocorrendo uma separagao
adequada. Normalmente a polaridade da fase estacionaria deve coincidir com a dos
componentes da amostra, ou seja, compostos apolares devem ser analisados em colunas
apolares e compostos polares em colunas polares (Jansen et al., 2010; Hiilbschmann, 2009).
Assim, numa coluna apolar a eluicdo é realizada por ordem crescente dos pontos de ebuli¢do,
enquanto numa coluna polar, para tempos de reten¢do semelhantes, a eluicao é realizada por

ordem crescente de polaridade (Hiibschmann, 2009).

2.6.2.1.4 Detetor

O detetor de espetrometria de massa é o mais poderoso de todos os detetores de
cromatografia gasosa. Tem por objetivo medir a razdo de massa/carga (m/z) dos ides

produzidos pela amostra (Skoog et al., 2007).
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A amostra é entdo ionizada e fragmentada, geralmente por uma fonte de ides. Como
demonstra a figura 5, durante este processo, a amostra é bombardeada por eletrdes que
ionizam a molécula, fazendo com que estas percam um eletrdo devido a repulsdo eletrostatica
(Skoog et al., 2007). Os ides produzidos chegam entdo ao analisador de massas. No caso deste
trabalho experimental, um Jon trap (armadilha de iGes). Este tem como funcdo alterar o campo
elétrico e magnético no interior do dispositivo, para que as trajetdrias dos ides capturados com
razdo massa/carga consecutiva se tornem Fonte de ides

=3 Vicuo

sequencialmente instaveis e os ides tenham de ' =

. ~ i |
abandonar o ion trap por ordem da sua razdo ‘fentrap (RIR ol |
. v Linha de

, . . transferéncia
massa/carga. Na saida os ifes atingem um Aroan | '
detetor, fornecendo um sinal (March, 2000).

Fante de ides

A espectrometria de massa também é —3 Vicuo
aplicada para a obtencdo de informagdo mesmo nAn T
lon trap Fa I
guando os compostos ndo sdo completamente ' © V| Linhade

transferéncia
Anodo

separados. A natureza do detetor MS permite a

Figura 5 - Esquema de funcionamento da fonte

uantificacdo de mais do que um composto
g ¢ g P de ides. Adaptado de (ChemWiki, 2013)

mesmo co-eluidos, desde que os ibes

apresentem razdes massa/carga diferentes.

2.6.2.1.5 Andlise de dados

A cromatografia gasosa associada a espetrometria de massa faz com que no resultado
desta jungdo de equipamentos se geram varias informagdes finais. Como tal, no fim de cada
andlise obtém-se duas representagdes graficas: intensidade de sinal em fungdo do tempo de
retencdo (cromatograma) e a intensidade do sinal em funcdo da razdo massa/carga (espetro
de massa).

A aquisi¢cdo dos dados pode ocorrer em full-scan ou selected ion storage (SIS). No primeiro
caso, o cromatograma obtido é resultado da soma de todos os sinais detetados pelo
espectrometro de massa, ou seja, desde o valor mais baixo de m/z até ao mais elevado. O
segundo apenas tem em conta uma determinada gama de valores m/z. Deste modo é
aumentada a sensibilidade do método, o que por vezes conduz a diminui¢do do valor do limite
de detecdo do método. Apesar destas vantagens, o SIS fornece uma informagdo qualitativa

limitada pois ndo é criado um espectro de massa caracteristico para os compostos alvo.
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3 Estado da Arte

Nesta seccdo irdo ser apresentados estudos ja publicados sobre a determinacao de musks
sintéticos em produtos de higiene e cuidado pessoal, dando especial énfase aos
procedimentos de extracdo e clean-up, aspetos instrumentais e concentracées detetadas
nestas matrizes.

Esta é uma area emergente e os estudos sobre os musks tém vindo a aumentar de ano
para ano. S3o imensas as matrizes em estudo, desde ar, dgua, solo, biota, lamas, etc., mas
estudos aplicados a produtos de higiene sdo ainda reduzidos. Tal como mencionado
anteriormente, os produtos de higiene sdo a principal fonte de musks. Torna-se, portanto,
essencial estudar as concentracdes e distribuicGes destes analitos nestas matrizes, para que se
possa avaliar a exposicdo humana e ambiental associada ao uso destes produtos. Na Tabela 7
estdo sumarizados os artigos sobre a determinacdo de musks em produtos de higiene.

Reinner e Kannan (2006) analisaram trés musks (galaxolide, tonalide e um produto de
degradacdo do galaxolide, o HHCB-lactona) em diferentes produtos de higiene e de limpeza.
Para isso recorreram a tradicional extracgdo liquido-liquido (LLE) com um solvente organico e
analisaram os extratos obtidos por GC-MS. Estes autores obtiveram uma recuperacdo média
de 123% e limites de detegdo na ordem dos 5 ng.g™.

Roosens et al. (2007) seguiram um procedimento similar ao descrito anteriormente, mas
utilizaram agua como co-solvente na extracdo dos musks. Antes da injecdo em GC-MS, estes
autores optaram por passar o extrato por uma coluna de silica (processo de cleanup) de modo
a remover possiveis interferentes. A sua eluicdo foi efetuada com hexano e diclorometano.
Este processo conduziu a percentagens de recuperacdo elevadas (74-138%) e limites de
quantificacdo baixos (3 - 17 ng.g™). Nas analises efetuadas aos produtos de higiene e limpeza
verificaram que o galaxolide (HHCB) foi o musk detetado em maior concentragdo (22 mg.g™),
enquanto o tonalide (AHTN) foi o mais frequentemente detetado nas amostras (70%), seguido
pelo galaxolide (55% das amostras). Estes autores também verificaram que os musks sintéticos
se encontravam presentes em maiores concentragdes nos perfumes, logdes corporais e
produtos de banho.

Zhang et al. (2008) também combinaram a extracdo liquido-liquido com uma etapa de
cleanup. No entanto, para esta Gltima etapa optaram por utilizar uma coluna de silica/alumina.
Este método conduziu a percentagens de recuperagdo um pouco mais baixas do que os
métodos referidos anteriormente (62-83%). Com este estudo os autores verificaram que a
maioria dos produtos analisados continha musks. O galaxolide e a tonalide foram detetados

em 61% e 36%, respetivamente, das amostras analisadas. No entanto, poucas amostras
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continham nitro musks (16% musk ketone e 6% musk xylene). Os musks policiclicos foram
detetados com concentragdes na ordem dos pg.g".

Martinez-Girdn et al. (2010) desenvolveram um trabalho similar a Roosens et al. (2007),
diferindo apenas no método de analise. Estes autores optaram por utilizar a eletroforese
capilar para separar e quantificar musks policiclicos quirais em amostras de perfumes. Este
método apresenta limites de quantificacdo mais elevados do que os obtidos pelos autores
mencionados anteriormente, ndo sendo por isso adequado para a analise de produtos que
contenham musks a niveis baixos de concentragdo. Martinez-Girdn et al. (2010) detetaram
galaxolide e tonalide nas amostras analisadas (14,5 + 1,3 mg.g’1 e 96 £+ 0,7 mg.g'l,
respectivamente).

Lu et al. (2011) utilizaram o método reportado por Reinner e Kannan (2006) para a
determinacdo de musks em diferentes produtos de higiene, mas introduziram algumas
modificagOes. Estes autores recorreram a extragdo por ultrassons com solventes organicos
(hexano e hexano/acetato de etilo, 1:1 v/v). Efetuaram o cleanup utilizando cartuchos de SPE
contendo silica gel. Esta metodologia conduziu a elevadas percentagens de recuperagao (81,7 -
91,6%) e baixos limites de quantificagdo (0,50 - 3,01 ng.g™*). Tal como referido anteriormente, a
extragdo em ultrassons tem a vantagem de ser mais rdpida do que os métodos convencionais e
permitir um consumo mais baixo de solventes. Para além disso, requer um menor
processamento da amostra do que a extragdo liquido-liquido convencional. Neste estudo, os
autores verificaram que mais de 80% das amostras analisadas continham pelo menos um musk
e que o galaxolide era o composto predominante (apresentava a concentragdo mais elevada
em 52% das amostras) e mais frequentemente detetado (73%). Verificaram também que as
concentragdes mais elevadas foram detetadas em produtos de cabelo (50,3 mg.g™) e
sabonetes (27,8 mg.g™).

Sanchez-Prado et al. (2011) e Lopez-Gazpio et al. (2012) também investigaram a presenca
de musks em perfumes. Devido as elevadas concentragdes esperadas neste tipo de amostras,
os autores optaram por apenas dilui-las num solvente apropriado. No primeiro estudo, os
autores correram a analise por GC-MS, enquanto no segundo utilizaram cromatografia
eletrocinética micelar. Ambos os estudos conduziram a recuperagGes elevadas (94,1-107%),
embora no primeiro caso os limites de dete¢do sejam mais baixos. Uma vez mais, o galaxolide
foi o musk detetado em maior concentragao.

Llompart et al. (2013) desenvolveram uma nova metodologia para a analise de diversos
musks sintéticos em produtos de higiene. Para isso recorreram a extragao dispersiva em fase
solida (MSPD) e analisaram os extratos obtidos por GC-MS. Na extrac¢do utilizaram sulfato de

sodio como agente exsicante e Florisil como agente dispersivo. Esta mistura foi colocada numa
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pequena coluna e os analitos foram eluidos com acetato de etilo. As recuperacdes obtidas
neste estudo variaram entre 85 e 105% e os limites de detecdo entre 1,2 e 37 ng.g™". Os valores
obtidos sdo semelhantes aos descritos nos trabalhos mencionados anteriormente. Neste
estudo os autores verificaram ainda que em todas as amostras analisadas o galaxolide estava
presente e que este, conjuntamente com o tonalide eram os compostos presentes em maior
abundancia. Por outro lado, observaram que as concentracdes de musks eram superiores em
produtos que deverdo ser mantidos na pele apds aplicagdo, como por exemplo, cremes
corporais e faciais, desodorizantes e aftershaves. A metodologia aplicada neste estudo tem
como principais vantagens a sua elevada eficiéncia e baixo custo de extracao.

No nosso grupo de investigacdo ja foram desenvolvidos dois estudos sobre a
determinacdo de musks em vdrios produtos de higiene. Um primeiro estudo, desenvolvido por
Correia et al. (2013), focou-se na implementacdo de uma técnica simples de extragdo através
de QUEChERS para avaliar a presenca de galaxolide, recorrendo a HPLC com detecdo de
fluorescéncia. Numa primeira etapa as amostras foram extraidas com o auxilio de um solvente
organico em ultrassons e em seguida foi adicionado MgS0O, e NaCH3;COO. Estes sais foram
utilizados para garantir uma melhor separacao de fases, permitindo que os compostos fossem
extraidos para a fase organica. Numa terceira etapa, foi efetuado o cleanup através de um
processo de extragdo dispersiva em fase sélida (sorventes: PSA e Cyg), de modo a remover
possiveis interferentes. Um segundo estudo, com base na mesma metodologia de extragdo e
analise por GC-MS, foi implementado por Homem et al. (2013). Este novo método permitiu a
detecdo de 12 musks em diversos produtos de higiene. Os limites de detecdo variaram entre
0,01 e 15,80 ng.g'1 e as recuperagdes entre 40-109%. De uma forma geral, os limites de
detecdo obtidos neste método foram inferiores aos obtidos nos estudos anteriormente
referidos. Na verdade esta metodologia de extracdo e cleanup é vantajosa quando comparada
com as técnicas mais tradicionais: é mais célere, requer menos manuseamento dos extratos
(evitando por isso perdas e risco de contaminagdo cruzada), utiliza volumes reduzidos de
solvente (normalmente s3o solventes ndo clorados) e é menos dispendiosa. Com este trabalho
foi ainda possivel concluir que o galaxolide (83%) e o exaltolide (75%) foram os compostos
mais frequentemente detetados e que concentra¢gdes mais elevadas de musks foram
detetadas em hidratantes e produtos de banho e cabelo, enquanto as pastas de dentes
apresentaram os niveis mais baixos destes compostos. As concentragdes de musks detetadas
nestas amostras variaram entre 2 e 882340 ng.g’. Esta sera a metodologia utilizada na
realizacdo deste trabalho.

Assim, tendo por base esta pesquisa bibliografica verifica-se que o galaxolide e o tonalide

sdo os musks mais frequentemente detetados e, de uma forma geral, cujas concentragdes
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apresentam niveis mais elevados. Os produtos de higiene com maior teor de musks sdo os

perfumes, locdes/cremes, produtos de banho e de cabelo.
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Tabela 7 - Resumo dos métodos analiticos utilizados para determinacao dos musks em produtos de higiene

. i Método LD LQ C .
Matriz Analitos — — % Rec 1 4 4 Referéncias
Extragdo Analitico (ng.g”) (ng.g") (ng.g")
Perfumes, lo¢Bes corporais, HHCB <5 - 4,99x10°
desodorizantes géis de banho, .
sabonetes e espumas de barbear, HHCB-lactona 100-500 mg amostrfa GC-MS 123+0,6 5 - <5- 2,17x105 Reiner & Kannan
LLE (3x5 mL HEX, 5 min) (2006)
produtos de cabelo e produtos de
limpeza AHTN <5-4,51x10°
AHTN 74 - 85 4 5-8,0x10°
LogBes corporais, perfumes, 50 — 200 mg amostra .
; ; HHCB 98- 110 17 20-2,2x10
desodorizantes, produtos de cuidado LLE (0,5 mL H,0 + 3 mL HEX) N GC-MS N Roosens et al. (2007)
de cabelo e banho, e produtos de MK SPE (300 mg Na,SO, + 500 mg silica-gel; 81-102 3 <3-5,0x10°
limpeza 2 mL HEX + 6 mL DCM) .
MX 90-138 3 <3 -2,6x10
DPMI 79,2 3 6 n.d.
ADBI 73,8 2 4 n.d.
Perfumes, gel banho, sabonete AHMI 75,4 2 4 n.d.
|fqt{id0 de mé?s, sabonete liquido AT ? mg amostra 71,1 3 6 nd.
facial, champd, pasta de dentes e LLE ( 3x HEX) GC-MS B Zhang et al. (2008)
cremes faciais e corporais, amaciador AHTN SPE (coluna de silica/alumina) 83,4 3 6 <3-4,69x10
de roupa e detergente HHCB 77,8 3 6 <3-8,04x10°
MK 68,7 3 6 9x10* - 2x10°
MX 62,3 3 6 3x10° - 5x10°
AHTN 25mgl* 75 mgl” (9,6+0,7)x10°
100 mg amostra 4 4 B
Perfumes HHCB LLE (0,5 mL H,0 + 3 mL HEX) Eletroforese 90- 116 49 mg.L 147 mg.L (14,5£1,3)x10 Martinez-Girén et al.
AT SPE (300 mg Na,SO, + 500 mg silica-gel; capilar 26 mg.L™ 78 mg.L™ n.d. (2010)
2 mL HEX + 6 mL DCM)
AHMI --- n.d.
AHTN 2,33 <2,33-2,25x10°
Pasta de dentes, champos HHCB 300-500 mg amostra 3,01 3,01 -1,01x10°
condicionadores ’ roduth)s (,:Ie USE (2 x 5 mL HEX, 20 min + 5 mL , D
. P . HHCB-lactona EA/HEX (1:1), overnight) GC-MS 81,7-91,6 --- 1,28 <1,28 - 5,09x10" Lu et al. (2011)
cuidado de corpo, sabonetes, logdes SPE (200 mg Na,S0; + 500 mg silica-gel;
i i MK 24 =y 1,02 <1,02 - 8,23x10°
corporais e maquilhagem 6 mL HEX + 5 mL DCM)
MX 0,50 <0,50 - 1,22x10°

Rec — Recuperagdo; LD — Limite de Detegdo; LQ — Limite de Quantificagdo; C — Concentragdo; HEX — Hexano; DCM — Diclorometano; EA — Acetato de etilo; n.d. — ndo detetado.
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Tabela 7 - Resumo dos métodos analiticos utilizados para determinag¢do dos musks em produtos de higiene (cont.)

Método LD LQ C .
Matriz Analitos - — % Rec A a a Referéncias
Extragdo Analitico (ng.g”) (ng.g”) (ng.g”)
DPMI 107 +2,9 4,8x107 (%, w/v) <1,7x10" (%, w/v)
ADBI 92,8+5,1 2,0x107 (%, w/v) <5,8x107 (%, w/v)
AHMI 101+2,8 1,9x107 (%, w/v) <4,8x107 (%, w/v)
MA 99,2 £3,5 1,0x10° (%, w/v) <LQ
ATII 96,3 +4,8 2,5x107 (%, w/v) <6,8x107 (%, w/v)
Perfumes HHCB Dilui¢Bes (acetato de etilo) GC-MS 2,1x107 (%, w/v) <1,6 (%, w/v) Sanche(zz-g;ajo etal
MX 100+2,1 1,1x10°® (%, w/v) <6,5x10™ (%, w/v)
AHTN 94,1+3,6 2,7x107 (%, w/v) <1,3(%, w/v)
MM 102+2,3 2,3x107 (%, w/v) <1,3x10™ (%, w/v)
MT 107 +6,1 1,1x10° (%, w/v) <LQ
MK 99,6 +7,0 8,8x107 (%, w/v) <3,8x10™ (%, w/v)
AHTN 6,5 mg.L* 19,4 mg.L* (2,6 -19,3)x10°
Diluigées (solugdo contendo MECK- 1 1 5 Lopez-Gazpio et al.
7-106,7 7 mg.L 11,1 mg.L .d.—23,8x1
Perfumes HHCB NaCy,Hy504, NaH,PO, e CHsNO) DAD 95, 06, 3,7 mg ,1mg nd 3,8x10 (2012)
ATI 3,3 mg.L? 9,9 mg.L” n.d. —15,6x10°
2000 mg amostra
LogOes corporais, cremes, USE (5 mL H,0 + 15 mL ACN, 10
sabonetes, champbs, HHCB min) HPLC-FL 65-95 1 40 -2,80x10° Correia et al. (2013)

condicionadores, pastas de

dentes

QUEChERS (6000 mg MgS0O, + 1500
mg NaCH;COO/ 900 mg MgSO, +
300mg PSA + 150 mg Cyg)

Rec — Recuperagdo; LD — Limite de Detegdo; LQ — Limite de Quantificagdo; C— Concentragdo; MECK-DAD — cromatografia eletrocinética micelar capilar com detegdo de diodos; HPLC-FL — cromatografia gasosa com detegdo de fluorescéncia; n.d. —

ndo detetado.
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Tabela 7 - Resumo dos métodos analiticos utilizados para determinag¢do dos musks em produtos de higiene (cont.)

X i Método LD LQ C .
Matriz Analitos - — % Rec a1 1 a Referéncias
Extragdo Analitico (ng.g”) (ng.g”) (ng.g”)
DPMI 81-109 0,49 n.d.-1,13x10*
ADBI 45-97 0,34 n.d. - 3,28x10*
AHMI 43-97 0,17 n.d. - 3,01x10?
EXA 48-102 3,33 n.d. - 9,04x10*
. N 500 mg amostra
Gelsddaes kr):g:so :acbl';anrztpe(;s, gel MA USE (3 mL ACN, 10 min) 64 — 102 3,75 n.d.
) / o HHCB QUEChERS (2400 mg MgS0,+ 750 mg GC-MS 42 -100 0,01 n.d. - 8,82x10° Homem et al. (2013)
hidratantes, desodorizantes e NaCH;COO/ 180 mg MgS0, + 60mg
3 4
pastas de dentes MX PSA + 30 mg Cys) 63-109 15,80 n.d.
AHTN 41-108 8,33 n.d. —2,03x10°
MM 40-101 5,77 n.d.
MT 42 -106 3,16 n.d.
MK 36-109 2,70 n.d.
DPMI 1,2 4,1 n.d. —4,22x10°
ADBI 2,0 6,6 n.d. —3,34x10°
AHMI 2,0 6,7 n.d. — 6,54x10°
MA 5,8 19 n.d.—9,73x10°
Sabonetes liquidos, logdes ATII 100 mg amostra 81 27 n.d.-4,10x10”
corporais, cremes, esfoliantes, HHCB MSPD (200 mg Na,SO,4 + 400 mg 5,2 11 n.d. - 9,98x10°
champds, condicionadores, Florisil, 5 min) GC-MS 85—105 s Llompart et al. (2013)
espumas e géis de cabelo, MX SPE (mistura proveniente do MSPD 4,9 16 n.d.-2,99x10
aftershaves AHTN +100 mg Florisil, 1 mL EA) 3,9 11 n.d.-1,96x10°
MM 1,9 6,3 n.d.
MT 3,5 11 n.d.—27,5
Ambrettolide 37 130 n.d. - 8,40x10°
MK 3,0 10 n.d. - 6,21x10°

Rec — Recuperagdo; LD — Limite de Detegdo; LQ — Limite de Quantificagdo; C — Concentragdo; n.d. — ndo detetado

29






Detecao de fragrancias sintéticas (musks) em produtos de higiene e de cuidado pessoal por GC-MS

4 Descricao Técnica

4.1 Reagentes

Neste trabalho foram estudados doze musks (5 nitro musks, 5 policiclicos e 2
macrociclicos). Os padrdes sdlidos dos musks policiclicos sintéticos cashmeran, celestolide,
galaxolide, phantolide e tonalide foram adquiridos a empresa LGC Standards (Barcelona,
Espanha) com 99% pureza, exceto para o galaxolide que continha aproximadamente 25% de
dietilftalato (DEP). O musk tibetene e muks moskene (10 mg.L™ em ciclohexano) foram
também comprados a empresa LGC Standards. O musk ambrette e o musk ketone foram
adquiridos como padr&es de sélidos a empresa Dr. Ehrenstorfer GmbH (Augsburg, Alemanha)
com 99% e 98% de pureza, respetivamente. O musk xylene foi obtido na Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, EUA) como uma solugdo de 100 mg.L* em acetonitrilo. O exaltolide e o ethylene
brassylate também foram adquiridos a empresa Sigma-Aldrich com 295% e >99% de pureza,
respetivamente.

O sulfato de magnésio e acetato de sédio utilizados na preparacdao dos QUEChERS foram
adquiridos a Sigma-Aldrich, enquanto os sorbentes PSA e Cyg a Supelco (Bellefonte, PA, EUA). O
sulfato de magnésio utilizado nas experiéncias foi previamente muflado a 450 °C durante 12 h.
Todos os solventes organicos (grau analitico) foram adquiridos a VWR (Fontenay-sous-Bois,

France).

4.2 Preparacao de padroes

Para cada musk foram preparadas solugdes stock individuais em ciclohexano contendo 13
g.L", exceto para o exaltolide e ethylene brassylate (10 g.L™"), musk ambrette e ketone (7 g.L'™").

Uma solugdo stock intermédia de concentragdo 10 mg.L' contendo todos os musks
policiclicos e macrociclicos e os musks ambrette e ketone foi preparada em acetonitrilo através
da diluicdo de quantidades apropriadas das solugdes stock individuais. A solucdo stock final foi
obtida através da evaporagdo em azoto de quantidades apropriadas do musk tibetene e
moskene, seguida da adicdo das quantidades necessarias da solugdo intermédia anteriormente
preparada e do padrdo individual de musk xylene, perfazendo o volume com acetonitrilo. Os
padrdes de calibragdo (5 - 4000 pg.L™) foram preparados em acetonitrilo a partir da solugdo
stock. Um padrdo de controlo de 400 ug.L™ em acetonitrilo foi injetado diariamente no GC-MS.

Todas as solucBes foram armazenadas e conservadas a -20 °C e protegidas da luz.
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4.3 Amostras

Um total de 119 produtos de beleza e de cuidado pessoal foram comprados em lojas de
retalho no Porto (Portugal) em 2012/2013. As amostras foram divididas em 5 categorias de
acordo com a sua composicdo: perfumes (n=19), produtos de corpo e cabelo (n=54),
desodorizantes (n=12), pasta de dentes (n=12) e hidratantes (n=22). Para cada categoria,
foram selecionadas as marcas mais vendidas no grande Porto, tendo em conta os dados
fornecidos pelas maiores cadeias retalhistas do pais e por uma empresa revendedora de

perfumes. Na tabela 8 encontra-se uma descricao mais detalhada destes produtos.

Tabela 8 - Resumo dos produtos de cuidados pessoais investigados

Categoria Tipo n Categoria Tipo n
Perfumes (n=19) Perfume 19 Pasta de dentes (n=12) Pasta de dentes
Pasta de dentes crianga 6
Produtos de corpo e Gel banho 10
cabelo (n=54) Gel banho crianga 10 Hidratantes (n=22) Creme de m3os 4
Sabonete liquido maos 7 Cremes faciais 4
Champd 11 Logdo corporal 2
Champ0 crianga 8 Logdo corporal crianga 4
Condicionador 8 Leite corporal 2
Leite corporal crianga 2
Desodorizantes (n=12) Roll-on 12 Creme corporal 4

n - nimero de amostras em cada categoria

4.4 Método de extracio e cleanup

O método de extracdo e cleanup utilizado neste trabalho foi anteriormente desenvolvida
no grupo de investigacdo (Homem et al., 2013). De uma forma resumida, 500 miligramas de
cada amostra foi pesada para um tubo de polipropileno de fundo cdnico e adicionou-se 3 mL
de acetonitrilo. De seguida, as amostras foram agitadas em vdrtex durante 3 minutos e sujeitas
a ultrassons durante 10 min. O primeiro QUEChERS (2400 mg de MgSO, e 750 mg de
NaCH3COO) foi entdo adicionado e a mistura foi novamente agitada em vértex durante mais 3
min. Seguidamente, as amostras foram centrifugadas a 3700 rpm durante 10 min e o
sobrenadante foi transferido para o tubo que continha o segundo QUEChERS (180 mg MgSQ,,
60 mg PSA e 30 mg de C,g). Mais uma vez, as amostras foram agitadas (3 min) e centrifugadas.
O sobrenadante foi retirado para frascos de vidro ambar e concentrado a 1 mL sob uma
corrente suave de azoto, sendo posteriormente analisado por GC-MS. Sempre que necessario,
os extratos foram diluidos para um volume adequado e reanalisados. Esta metodologia

encontra-se resumida no fluxograma da figura 6. Ja para os perfumes, a metodologia utilizada
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envolveu apenas diluicdes das amostras originais de forma a conseguir-se uma correta andlise

pelo GC-MS.

Adigdo 3 mL ACN Agitacdo sob QUuEChERS 1
a 500 mg de |:> vortex |:> Ultlrgss.ons |:> (2400 mg MgSO, +
amostra ; (10 min) 750 mg NaCH,CO0)

(3 min)

(3 min)

Agitacdo sob QUEChERS 2 Centrifugacio Aglta'c;ao sob
vortex (180 mg MgSO, + 60 (10 min e 3700 rpm) vortex
mg PSA + 30 mg C18) P (3 min)

Centrifugacdo [> Concentragdo sob
(10 min e 3700 rpm) corrente de Azoto

Figura 6 - Fluxograma da metodologia QUEChERS

4.5 Instrumentagao

Os musks foram analisados através de um sistema Varian lon Trap GC-MS (Walnut Creek,
CA, EUA), equipado com um cromatdgrafo 450-GC, um espectrometro de massa com lon trap
240-MS, um injetor split/splitless CP-1177, um autosampler modelo CP-8410 e um sistema de
aquisicdo de dados Varian MS workstation (v. 6.9.3). O espectrémetro de massa equipado com
jon trap utilizou como modo de ionizagdo o impacto de eletrGes (El, 70 eV). A separagdo
cromatografica foi realizada utilizando uma coluna capilar Varian CP-Sil 8 CB (50 m x 0,25 mm
i.d., 0,12 um) combinada com uma pré-coluna desativada FS (5 m x 0,530 mm i.d.) da Agilent
Technologies (Palo Alto, CA, EUA). O programa de temperaturas utilizado no forno foi a
seguinte: 60 °C (manter 1 min), subir a temperatura a uma taxa de 6 °C.min™ até 150 °C
(manter 10 min), de seguida subir novamente a uma taxa de 6 °C.min™ até 225 °C e finalmente
subir a 20 °C.min™ até atingir 300 °C (manter 2,5 min). O tempo total de andlise foi de cerca de
45 min.

O gas de arraste utilizado foi hélio com uma pureza de 99,999%, a um fluxo constante de
1,0 mL.min™. A injecdo (1 pL) foi efetuada em modo splitless (durante 5 min) e a temperatura
do injetor foi mantida a 250 °C. As temperaturas do manifold, ion trap e da linha de

transferéncia foram mantidas a 50, 250 e 250 °C, respetivamente. A corrente de emissdo do
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filamento foi de 50 YA. A andlise dos compostos-alvo foi efetuada em modo SIS (selected ion
storage).
Os tempos de retencdo, bem como os ides de identificacdo e quantificacdo de cada musk

estdo referenciados na Tabela 9.

Tabela 9 - 16es de identificagdo e de quantificagdo e tempo de retengao de cada musk

Composto Tempo de. retengao 13o de identificagao 16es de quantificagdo
(min) (m/z) (m/z)
Cashmeran 19,90 191 163 + 135
Celestolide 29,26 229 173 + 244
Phantolide 30,70 229 187 +171
Exaltolide 32,77 67 83 +69
Musk ambrette 32,94 253 91+77
Galaxolide 33,42 243 213 +128
Musk xylene 33,67 282 115+128
Tonalide 33,78 243 159 + 244
Musk moskene 34,30 263 128 + 115
Musk tibetene 35,47 251 115+128
Musk ketone 36,50 279 128 + 115
Ethylene brassylate 37,08 83 98 + 227

4.6 Controlo de qualidade

Os musks estdo presentes numa grande variedade de produtos de higiene e cuidado
pessoal. Por essa razdo, a analise destes compostos requer alguns cuidados a fim de evitar a
contaminagdao das amostras. Os detergentes usados no laboratério e cosméticos pessoais
foram evitados por parte de todo o pessoal do laboratério durante o periodo em que as
amostras foram manuseadas e extraidas. Em cada lote de extragdes foram sempre efetuados
brancos. Nestes brancos foram detetados em niveis vestigiais HHCB, DPMI e EXA. Os valores
encontrados no branco foram subtraidos a todas as concentra¢des obtidas. Foram também
efetuados brancos cromatograficos, tendo-se verificado que ndo existia qualquer “efeito de

memoaria”.

4.7 Acondicionamento, destino e tratamento de residuos

Os residuos liquidos gerados consistiam geralmente em solu¢des organicas contendo
acetonitrilo e vestigios de musks, enquanto os soélidos em misturas de diferentes sorventes
como MgS0,, NaCH;COO, PSA e Cy5. Todos estes residuos foram recolhidos em recipientes
fechados devidamente etiquetados e foram armazenados longe da luz e de fontes de ignicdo
para posterior tratamento de residuos por parte do EcoFEUP (Sistema de Gestdo Ambiental da

FEUP).
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5 Resultados e Discussao

5.1 Validagcao do Método Analitico

Tal como mencionado anteriormente, neste estudo foi utilizada uma metodologia de
QUECHERS associada a detecdo por GC-MS para a determinacdo de musks em produtos de
higiene e cuidado pessoal. Esta metodologia foi previamente desenvolvida e otimizada no
grupo de investigacdo (Homem et al., 2013). A quantificacdo dos doze musks foi efetuada pelo
método do padrdo externo.

Todos os musks estudados neste trabalho apresentaram um comportamento linear entre
5 e 4000 pg.L", com excecdo do musk xylene, ethylene brassylate (10-4000 pg.L), musk
ambrette e exaltolide (25-4000 pg.L™'). Em todos os casos os coeficientes de correlagdo
determinados variaram entre 0,9797 e 0,9995 e obteve-se uma boa separacdo cromatografica.
Os limites de detecdo (LOD) e de quantificacdo (LOQ) foram calculados com base na razdo
sinal-ruido (S/N=3 e S/N=10, respetivamente). Os valores do LOD variaram entre 0,01 ng.g™
para o galaxolide e 5,77 ng.g” para o ethylene brassylate (Tabela 10). Estes valores s3o, de um
modo geral, inferiores aos obtidos por outros autores (Zhang et al., 2008; Llompart et al.,
2013).

A precisdo foi avaliada pelo desvio padrdo relativo (%CV) de trés extragdes
independentes, enquanto a exatiddo foi avaliada pela recuperacao, utilizando o método de
adicdo de padrdo. Estes ensaios foram efetuados a trés niveis distintos de concentragdo (200,
400 e 800 ng.g™) e para cada uma das categorias dos produtos de higiene selecionados. Os
resultados globais de precisdo sdo aceitdveis, tendo-se obtido valores inferiores a 15% para
todos os tipos de amostras estudados. Diferentes recuperagdes foram obtidas de acordo com
o tipo de formulagdo estudada. Obtiveram-se os valores mais elevados para os hidratantes de
pele e desodorizantes (cerca de 97%) e os mais baixos para as pastas de dentes (75%). Estes
valores mais baixos deverao estar relacionados com a dificuldade de remocdo dos alcoois, que

conferem estabilidade as pastas de dentes de modo a que estas ndo se transformem em po.
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Tabela 10 - Parametros de validagao do método analitico

Musks
- - = o0 2 2
: & & 2 s ¢ & B & s 2 z
Gama de linearidade (p,g.L'l) 5-4000 5-4000 5-4000 25-4000 25-4000 5-4000 10-4000 5-4000 5-4000 5-4000 5-4000 10-4000
LOD (ng.g_l) 0,49 0,34 0,17 3,33 3,75 0,01 5,00 2,22 2,86 4,00 1,94 5,77
Loq (ng.g?) 1,64 1,12 0,56 11,11 12,50 0,03 16,67 7,41 9,52 13,33 6,45 19,23
PRECISAO (%CV)
Perfumes’ 1-5
Produtos de corpo e cabelo 1-5 4-8 4-5 2-7 2-10 4-5 2-9 4-10 5-7 1-4 1-8
Desodorizantes 4-9 4-5 4-7 2-4 1-5 2-3 5-7 3-5 2-5 4-9 5-6
Pastas de dentes 3-5 5-6 5-6 2-11 3-13 5-6 7-12 4-7 4-13 5-6 5-11 -
Hidratantes 7-9 4-11 3-9 7-8 3-12 2-14 8-9 9-12 4-14 8-10 5-10 -
EXATIDAO (%Rec)
Perfumes’ - -
Produtos de corpo e cabelo 95-109 56-59 59-70 94-102 100-108 57-66 102-112 76-82 71-101 70-103 96-108 -
Desodorizantes 89-91 92-93 94-95 94-98 101-102 98-100 89-96 91-102 89-93 102-104 99-102 -
Pastas de dentes 81-107 60-75 57-71 57-75 64-91 50-69 70-104 57-73 50-97 63-99 103-105 -
Hidratantes 82-91 93-97 93-97 91-96 101-107 91-97 83-109 97-108 87-95 106-108 92-109 -

® Desvio padrao relativo de trés injecdes da mesma amostra diluida de perfume
®0s perfumes apenas sofreram dilui¢Ges e, por isso, considerou-se que ndo existiam efeitos de matriz
© 0 ethylene brassylate (ETH) apenas foi quantificado nas amostras de perfume
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Na figura 7 e 8 sdo apresentados dois cromatogramas (modo SIS) de uma amostra de
hidratante corporal e da mesma amostra com adi¢do de padrdo (800 ng.g™). Como se pode
verificar, na amostra com adicdo de padrdo os picos referentes aos musks aumentaram em
relacdo aos da amostra. Esta contaminacdo permite averiguar a existéncia destes mesmos

compostos na amostra, uma vez que facilita a sua localizacao no cromatograma.
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Figura 7 - Cromatograma de um hidratante
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Figura 8 - Cromatograma de um hidratante com adi¢do de padrao 800 ug.g'l.
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5.2 Musks nos produtos de higiene e cuidado pessoal

Esta metodologia analitica foi aplicada a analise de 119 produtos de higiene e cuidado
pessoal, de modo a estimar o padrao de utilizagdao destes produtos pela populacdo da area
metropolitana do Porto.

Em todas as amostras analisadas foram detetados musks. Verificou-se 354 registos de
musks nas 119 amostras analisadas, tornando-se clara a existéncia de diversos musks na

constituicdo de cada produtos de higiene (média de 3 musks/PCP).

Phantolide "

19

Tonalide
23

Outros musks

: ~

Musk xylene
1

Celestolide
21

Figura 9 — Numero de amostras contendo cada um dos musks analisados (n=119)

Tal como ilustra a figura 9, os musks mais detetados foram o galaxolide (92%), exaltolide
(71%) e cashmeran (62%). Os restantes musks foram detetados em percentagens menos
significativas (<20%). O musk ambrette, musk moskene e musk tibetene (musks de utilizacdo
proibida na Unido Europeia) ndo foram detetados em qualquer uma das amostras. No entanto,
os nitro musks de utilizacdo restrita, musk ketone e musk xylene, foram detetados em 6 (5%) e
1 (0,8%) amostras, respetivamente. Na Tabela 11 estdo descritas as concentragdes médias,
gama de concentragbes em que foram detetados e frequéncia resultantes da andlise dos
diversos produtos de higiene. As concentra¢des de cada musk em cada uma das amostras

analisadas encontram-se sumarizadas no Anexo 1.
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Como referido anteriormente, os nitro musks (musk ketone e musk xylene) foram
encontrados em 5% das amostras analisadas, tendo sido detetados em sabonetes liquidos,
cremes de maos, champbs de crianca e condicionadores. Apesar da utilizacdo destes
compostos em produtos de higiene ter sido restringida por parte da Unido Europeia (Directiva
2012/21/EU), nenhum deles ultrapassou os limites legais em vigor. Apesar da utilizacdo do
musk xylene ser proibida por parte de todos os associdado da IFRA, este musk foi detetado
num produto de higiene de crianca (champ8) com uma concentracdo de 3,4 mg.kg™.

Em 98% das amostras foram registados musks policiclicos. Ou seja, apenas 2 das 119
amostras analisadas (1 perfume e 1 creme hidratante) ndo continham esta classe de musks. O
galaxolide foi detetado em todas as amostras analisadas de pastas de dentes, sabonetes
liguidos, creme de maos e faciais, condicionadores de cabelo e produtos de crianga (champos,

géis de banho, cremes, leites e lo¢Ges hidratantes).
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Tabela 11 - Concentragoes (mg.kg'l; média e gama) e frequéncia de detegdo (%) dos musks nos produtos de higiene na area metropolitana do Porto

Categorias Produtos n Cashmeran Celestolide Phantolide Exaltolide Galaxolide Musk Tonalide Musk Ethylene
xylene ketone Brassylate
Média 883,22 2,35 6,74 4748,72 10031,76 6698,51 4286,56
Perfumes Perfume 19 Gama n.d.-4149,63 n.d.-2,77 n.d.-15,74 n.d.-22089,38 n.d.-31124,00 n.d. n.d.-19840,21 n.d. n.d.-24485,94
Frequéncia 58 11 26 74 95 58 58
Média 59,84 0,02 83,57 89,65 54,46
Gel banho 10 Gama 0,05-512,66 n.d.-0,02 n.d. n.d.-532,94 n.d.-460,07 n.d. n.d.-54,46 n.d. -
Frequéncia 100 10 90 70 10
Gel banho Média 0,57 66,21 0,08
. 10 Gama n.d.-1,05 n.d. n.d. n.d.-309,75 0,0004-0,48 n.d. n.d. n.d. -
crianca Frequéncia 50 70 100
Sabonete liquido Média 4,08 0,02 0,32 12,88 39,67 0,64 10,10
N Gama n.d.-18,74 n.d.-0,02 n.d.-0,35 0,78-53,59 0,020-106,50 n.d. n.d.-1,18 n.d.-18
mdos Frequéncia 71 29 29 100 100 43 29
Produtos de corpo e =
Média 9,17 1,05 1,01 237,98 1558,10 5,08
cabelo X <L00-
Champd 11  Gama n.d.-52,48 n.d.-5,50 n.d.-4,90 n.d.-1752,30 12861,33 n.d. n.d.-5,08 n.d.
Frequéncia 55 55 45 73 100 9
A Média 0,69 2,38 3,52 3,42 6,59
Champd
. 8 Gama n.d.-1,63 n.d. n.d. n.d.-6,70 <L0Q-20,83 n.d.-3,42 n.d. n.d.-12,71 -
crianca Frequéncia 38 88 100 13 25
Média 0,97 0,13 0,05 20,93 229,92 1,38
Condicionador 8 Gama n.d.-3,05 n.d.-0,21 n.d.-0,14 n.d.-50,91 0,01-405,36 n.d. n.d. n.d.-1,38 -
Frequéncia 63 75 38 88 100 13
Média 3,58 0,11 51,17 0,02 0,03
Desodorizantes Roll-on 12 Gama n.d.-8,55 n.d. n.d.-0,22 n.d.-137,72 n.d.-0,06 n.d. n.d.-0,05 n.d.
Frequéncia 83 17 67 75 25
Média 0,04 0,002
Pasta de dentes 6 Gama n.d.-0,05 n.d. n.d. n.d. 0,00001-0,005 n.d. n.d. n.d. -
adulto Frequéncia 67 100
Pastas de dentes Nedia 0,05 001
Pa.Sta de dentes 6 Gama n.d.-0,05 n.d. n.d. n.d. 0,0004-0,04 n.d. n.d. n.d. -
crianca Frequéncia 17 100
Média 2,56 0,78 23,24 7,87 16,80
Creme maos 4 Gama n.d.-2,56 n.d.-0,78 n.d. n.d.-34,24 0,006-31,43 n.d. n.d. n.d.-16,80 -
Frequéncia 25 25 75 100 25
Creme, leite e Média 10,03 1,44 0,01 364,95 103,09 10,34
logdo corporal 8 Gama n.d.-29,87 n.d.-1,44 n.d.-0,01 n.d.-1421,41 n.d.-309,23 n.d. n.d.-10,34 n.d. —
) adulto Frequéncia 75 13 13 88 63 13
Hidratantes Creme, leite e Média 114 34,87 0,07 0,03
logio corporal 6  Gama n.d.-2,58 n.d. nd. n.d.-101,07 0,01-0,26 nd. n.d.-0,04 nd.
crianca Frequéncia 50 67 100 33
Média 0,93 0,01 0,06 15,81 38,28 10,49
Creme facial 4 Gama 0,20-1,82 n.d.-0,02 n.d.-0,06 2,42-33,16 <L0Q-45,05 n.d. n.d.-10,49 n.d.
Frequéncia 100 50 25 100 100 25

n.d.: ndo detetado; <LOQ: inferior ao limite de quantificagdo
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A sua menor incidéncia regista-se nos cremes, leites e lo¢des para adulto, bem como geis
de banho e desodorizantes. Este composto foi detetado com uma concentragdo mais elevada
em perfumes (31000 mg.kg™). O exaltolide também foi detetado na totalidade das amostras de
sabonetes liquidos. No entanto, a semelhanca do que acontece com o galaxolide, a
concentragdo maxima registada ocorreu nas amostras de perfumes (22000 mg.kg™). O
cashmeran, terceiro musk mais detetado, foi encontrado em todos os cremes faciais e geis de
banho para adulto analisados. A sua concentracdo maxima registada ocorreu também ela em
perfumes (4150 mg.kg™). Dos musks policiclicos, apenas o tonalide se encontra restringido pela
legislagao europeia. Este foi encontrado em 23 amostras, mas em nenhuma delas ultrapassou
os limites impostos.

Os musks macrociciclicos foram detetados em cerca de 75% das amostras analisadas.
Neste trabalho, foram estudados apenas dois tipos de musks pertencentes a esta classse, o
ethylene brassylate e o exaltolide. O primeiro apenas foi estudado nas amostras de perfumes,
devido a problemas com o efeito de matriz. Na verdade, este composto quando analisado em
GC-MS produz fragmentos muito semelhantes aos dos acidos gordos presentes na maioria das
amostras estudadas, levando a erros de quantificagdo. Assim, optou-se por apenas fazer a
quantificacdo deste musk em amostras de perfumes (matriz livre de acidos gordos). Este
composto foi detetado em cerca de 58% dos perfumes analisados e a sua concentragdo variou
entre 2 e 24000 mg.kg'. O exaltolide foi detetado em todas as categorias de produtos de
higiene analisados, com excep¢do das pastas de dentes. A sua frequéncia de detec¢do foi
superior nos sabonetes liquidos e nos cremes faciais. A semelhanca do que se verificou com os
musks policiclicos, este composto foi detetado com uma concentragao superior nas amostras
de perfume (22000 mg.kg™).

Os produtos de crianga sdo os que registam uma menor variedade de musks dentro do
mesmo tipo de produtos. Em contrapartida, os perfumes, sabonetes liquidos, condicionadores,
champbs e cremes faciais sdo os que apresentam uma maior pluralidade de musks. A
concentracdo total média de musks encontrada em cada tipo de produto de higiene estd

representada na Figura 10.
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Figura 10 - Concentragao total média de musks (mg.kg’l) nos diferentes tipos de amostras

Em termos comparativos, os perfumes sdo os produtos que apresentam maiores
concentracdes médias totais de musks (26658 mg.kg™), seguidos dos champds com 1812
mg.kg”, cremes, leites e logdes corporais (489 mg.kg™) e dos géis de banho (288 mg. Kg™). O
teor total de musks é mais baixo nas pastas de dentes e os champ0s de crianga.

Na figura 11 esta representada a distribui¢do relativa dos musks que compdem cada tipo

de produto analisado.
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Creme facial

Creme, leite e logdo corporal crianga

Creme, leite e logdo corporal adulto
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Figura 11 - Distribuicdo relativa dos musks nos produtos de higiene em estudo.

Através da analise da Figura 11, constata-se que o exaltolide e galaxolide em quase todos
os produtos de higiene analisados representam mais de 50% da composicdo em musks. O
exaltolide é utilizado em maior proporcdo nos cremes, leites e logdes tanto de adulto como de
crianca, géis de banho de crianca e desodorizantes, enquanto o galaxolide em
condicionadores, cremes faciais e champés de adulto. O cashmeran também se destaca, uma
vez que predomina na composi¢cdo das pastas de dentes de adulto e de crianca. Apesar do
musk ketone ter sido encontrado em apenas 6 amostras, as concentracbes em que foi
detetado foram suficientemente elevadas para que fosse considerado um dos principais
constituintes dos champos de bebé, creme de maos e sabonetes liquidos analisados.

Reiner e Kannan (2006) analisaram 60 produtos de higiene (perfumes, logdes corporais,
desodorizantes, géis de banho, sabonetes, espumas de barbear e produtos de cabelo) e
limpeza nos EUA com o intuito de detetar galaxolide e tonalide. O galaxolide foi detetado em
72% e o tonalide em 32% das amostras analisadas. Em todos os desodorizantes foi registada a
presenca do galaxolide. Também foi neste tipo de produtos de higiene que o tonalide foi
registado com maior frequéncia (75%). Ao contrario do que aconteceu neste estudo, Reiner e

Kannan (2006) n3o detetaram nenhum destes musks nos géis de banho (LOD = 5 ng.g™). O
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valor de concentracdo mais elevado para o galaxolide e tonalide foram registados em
perfumes com 4990 mg.kg’ e 4510 mg.kg", respetivamente. Uma situagdo semelhante foi
verificada neste trabalho.

Vdrios estudos sobre a determinacao de musks em produtos de higiene foram efetuados na
Europa (Roosens et al., 2007; Sanchez-Prado et al., 2011; Lopez-Gazpio et al., 2012; Correia et
al.,, 2013; Llompart et al. 2013). A maioria destes estudos incidiu apenas na dete¢do dos
principais musks policiclicos (galaxolide, tonalide) e nitro musks (musk xylene, musk ketone),
embora Sanchez-Prado et al. (2011) e Llompart et al. (2013) tenham incluido alguns musks
macrociclicos. De um modo geral, estes autores concluiram que os musks policiclicos,
nomeadamente o galaxolide, era o composto mais frequentemente detetado. Verificaram
também que as concentragdes mais elevadas de musks sintéticos se encontravam nos
perfumes, desodorizantes, hidratantes corporais e produtos de banho. ConclusGes
semelhantes foram obtidas neste trabalho. Estudos semelhantes foram efetuados na China
(Zhang et al., 2008; Lu et al., 2011). Tal como nos estudos Europeus, o musk destetado com
maior frequéncia é o galaxolide, seguido do tonalide e do musk ketone. Das amostras
analisadas os perfumes e os produtos de cuidado capilar sdo os que apresentam teores mais
elevados de musks. No entanto, as concentra¢des dos musks policiclicos sintéticos sdo
ligeiramente inferiores as encontradas nos estudos Europeus e em alguns casos, as
encontradas neste estudo. Relativamente aos nitro musks, estes parecem ter maior expressao

nos produtos provenientes da China.

5.3 Avaliacao da exposicao humana a musks

A principal fonte de exposicdo humana a musks deverd ser a aplicacdo dérmica, através
do contacto direto de produtos de higiene e cosméticos com a pele. Embora a exposi¢do por
inalacdo seja também possivel (principalmente com a utilizacdo de perfumes e produtos em
spray), esta ocorre normalmente em menor extensao.

Assim, neste trabalho foram estimados os valores de exposi¢do dérmica didria a musks,
considerando o perfil de consumo (adulto e crianga) da populagdo da area metropolitana do
Porto. Para este estudo apenas se consideraram os produtos de higiene analisados como
fontes dos musks sintéticos. Para o cdlculo da exposi¢dao didria a musks foram combinados
dados de exposicdo (quantidade aplicada de cada produto, frequéncia de aplicagdo, retencdo
dérmica) com os dados de distribuicdo dos musks (concentracdo média de musks para cada

produto analisado). Logo, a exposi¢do dérmica didria a musks é calculada de acordo com a Eq.

(2):
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Jtot X Freq X FR % C musks
BW (1)

Exposicdo dérmica diaria =

(Correia et al., 2013)

em que 0 — quantidade didria aplicada de cada produto (g)
Freq — frequéncia de aplicagdo (dia’l)
FR — Fator de retengdo (%)
Cpusks — concentragdo média total de musks em cada produto (ug.g’l)

BW — peso corporal (kg)

Na Tabela 12 encontram-se os resultados referentes aos perfis de exposicdo dérmica,
bem como as hipdteses formuladas para a sua determinacdo. A quantidade aplicada de cada
produto, frequéncia de aplicacdo e fatores de retencdo foram baseados em estudos
anteriormente publicados (Loretz et al., 2005, 2006, 2008; Roosens et al., 2007). No entanto,
tanto quanto é do nosso conhecimento, ndo existe nenhum estudo relativo a estes parametros
de exposicdo diaria a musks, referentes a produtos de crianca. Para efeitos de cdlculo
extrapolaram-se os dados de produtos de adulto para os homdlogos de crianca, e admitiu-se
um peso médio de uma crianca de 15 kg, sendo o peso médio de um adulto de 60 kg (Scientific

Committee on Consumer Safety, 2010).

Tabela 12 - Perfis de exposi¢cdao dérmica diaria a musks

Quantidade Frequéncia de Fator de Exposi¢dao Concentragao Exposi¢do dérmica
Tipo Produto total aplicada * aplicagdo ® retengdo * por dia média de musks ® diaria a musks
() (dia™) (%) (g) (egg”) (ug-kg” bw.dia”)
ADULTO *

Perfume 0,75 1,00 100 0,75 26658 333,23

Pasta de dentes 1,10 2,00 17 0,37 0,04 0,0002

Sabonete liquido 0,80 6,00 1 0,05 67,70 0,05

Creme maos 0,50 0,80 100 0,40 51,25 0,34

Desodorizante 0,50 1,00 100 0,50 54,92 0,46

Gel banho 5,00 1,00 1 0,05 287,54 0,24

Champd 8,00 1,00 1 0,08 1812,39 2,42

Condicionador 4,90 0,43 0,1 0,002 253,37 0,01

Creme, leite e logao corporal 8,00 0,71 100 5,70 489,86 46,37

Creme facial 0,75 2,00 100 1,60 65,58 1,64
TOTAL 383,76

CRIANCA **

Pasta de dentes crianga 1,10 2,00 17 0,37 0,08 0,002

Gel banho crianga 5,00 1,00 1 0,05 66,85 0,22

Champé crianga 8,00 1,00 1 0,08 16,60 0,09

Creme, leite e logdo crianca 8,00 0,71 100 5,70 36,11 13,68

Sabonete liquido 0,80 6,00 1 0,05 67,70 0,22
TOTAL 14,21

a b
valor estimado em estudos publicados; ~ concentracdo de musks determinado neste estudo; * peso médio = 60 kg; ** peso médio = 15 kg
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Através da andlise da Tabela 12, verifica-se que a exposi¢ao dérmica didria a musks de um
adulto (383,76 pg.kg™* bw. dia™) é quase 28 vezes maior & de uma crianca (14,21 pg.kg bw. dia’
!). Esta grande diferenca podera ser justificada com o uso de perfumes, uma vez que estes
representam 87% de toda a exposicdo dérmica didria a musks por parte de um adulto. E
importante referir que para este estudo ndo se considerou a utilizacdo de dguas de colénia por
parte das criangas. A outra grande fatia de exposicdo dérmica didria a musks de um adulto
encontra-se na categoria creme, leite e lo¢do corporal ocupando desta forma cerca de 12%. Os
restantes 1% de exposicao dérmica didria estdo relacionados com a utilizacao das restantes
categorias de produtos de higiene. Quanto a exposicdo dérmica didria a musks de uma crianca,
os valores em causa sdo bastante mais baixos, uma vez que os produtos de higiene estudados
contém uma concentracao de musks muito inferior aos homdlogos para adulto, com a exce¢do
das pastas de dentes que registam quase o dobro da concentragdo. Entre todos os musks
utilizados, o galaxolide foi o que mais contribuiu para a exposicdo total a esta classe de
compostos.

Existem poucos estudos relativos a avaliacdo da exposicdo dérmica a musks. (Lu et al.,
2011) 56,3 pg.kg .dia™ e (Roosens et al., 2007) 125 pg.kg™.dia™. Estes valores sdo bem mais
baixos que os registados, isto prende-se com o fato de apenas incluirem nos seus estudos a
andlise dos musks galaxolide, tonalide, musk ketone e musk xylene, contrastando com este
estudo que fez a analise de 12 musks.

Os resultados obtidos neste estudo dependem das taxas de utilizagdo dos produtos de
higiene e da concentragdo de musks nesses mesmos produtos. Por conseguinte, tais varidveis
dependem dos habitos de cada populagdo. Sendo assim, torna-se importante efetuar estes
estudos numa escala regional, de modo a minimizar os erros associados a diferenca que estas

variaveis tém de regido para regiao.
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6 Conclusoes

Neste trabalho foi utilizada a metodologia QUEChERS para extrair e efetuar posterior
analise por GC-MS de 12 musks em PCPs. Este método é rapido, barato e utiliza pequenas
guantidades de reagentes e material.

Em todas as amostras analisadas foram detetados musks. Os nitros musks (musk
ambrette, musk moskene e musk tibetene) proibidos a luz da legislacdao europeia ndo foram
detetados em nenhuma das amostras analisadas. No entanto, foram encontrados 6 produtos
que continham musks restringidos (musk ketone e musk xylene). Apenas 1 produto (champé de
crianga) continha estes dois musks em simultaneo, ndo se encontrando de acordo com a
legislacdo IFRA, atendendo a que a utilizacdo do musk xylene é proibida pelas empresas
associadas.

Todos os produtos analisados ndo ultrapassaram os limites impostos pela legislacdo
europeia. As pastas de dentes e os champ0s para criancas foram os que registaram uma
menor concentracdo de musks (0,04-16,60 mg.kg™). Por outro lado, os perfumes, champds e
locGes para o corpo apresentaram as maiores concentragoes (489-26658 mg.kg'l). De todos os
musks utilizados, os perfumes sdo a classe de PCPs que detém a maior quantidade (87,2%), em
contraste com as pastas de dentes (0,0006%). O exaltolide e galaxolide representam mais de
50% da composi¢do de musks em cada categoria de PCPs.

Os caélculos da exposicdo dérmica didria a musks mostraram que num adulto é de 383,76
ug.kg™.dia™, enquanto que num bebé é cerca de 28 vezes menor (14,21 pg.kg*.dia™).

No ambito desta tese, alguns dos resultados obtidos foram apresentados sob a forma de
poster numa conferéncia internacional, ICCE 2013 - 14th EuCheMS International Conference

on Chemistry and the Environment, 25 - 28 June 2013, Barcelona (Spain) (Anexo 2).
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7 Avaliacao do trabalho realizado

7.1 Objetivos realizados

Os principais objetivos deste trabalho foram atingidos, tendo-se estimado o padrdo de
utilizacdo dos produtos de higiene pessoal na populacdo da drea metropolitana do Porto e
posteriormente, a exposicdo humana a musks através da monitorizacdao dos seus niveis, nos

produtos mais utilizados por esta populac¢do alvo.

7.2 Limitagoes e trabalho futuro

Apesar de se terem atingidos os objetivos propostos para este trabalho, existiram
algumas limitagdes tais como o método de extragdo, analitico e até a formula utilizada nos
calculos de exposicdao dérmica didria a musks.

Nas amostras estudadas, excetuando os perfumes, ndo foi possivel, a quantificacdo do
musk ethylene brassylate, porque quando analisadas em GC-MS, os fragmentos obtidos eram
muito semelhantes ao dos &acidos gordos existentes nos produtos de higiene. Assim, seria
importante desenvolver uma nova metodologia que permitisse também a extragdo e
quantificacdo do ethylene brassylate dos PCPs. Além disso, a metodologia de QUEChERS
utilizada ndo se revelou apropriada para a andlise de protetores solares.

Apesar dos bons resultados obtidos na quantificacdo por GC-MS, seria importante testar a
utilizagdo de uma coluna capilar com caracteristicas mais polares (mais apropriada para o
trabalho em questdo, dado a natureza dos compostos estudados). No entanto, este ensaio ndo
foi possivel, atendendo a que o equipamento utilizado é partilhado por varios investigadores
havendo necessidade de existirem condi¢cdes que permitam a utilizacdo por todos. Esta
limitacdo fez com que o tempo de andlise de cada amostra rondasse os 45 min. A gama de
concentragdes dos musks encontrados nos produtos de higiene estudados foi bastante
alargada (varias amostras tiveram de ser diluidas) e por isso ndo foi possivel analisar um ainda
ndmero superior de amostras.

Os calculos da exposicdo diaria deveriam ser realizados por faixas etdrias mais estreitas e
divididas por sexo, uma vez que o peso de um adulto varia com o sexo e o peso de uma crianca
esta diretamente relacionado com a idade e sexo. Os valores de varidveis para exposicdo
dérmica diaria também deveriam ser revistos, uma vez que estes ndo serdo iguais para um

adulto e uma crianca. Na verdade, uma crianca terd uma area de exposicdo menor, mas uma
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permeabilidade cutanea maior (devido a estrutura da pele), conduzindo a diferentes fatores de
retengao.

O trabalho realizado é um primeiro passo para avaliagdes de risco, onde se efetua a
determinacdo da exposicdo dos ecossistemas a musks. Apds a utilizacdo dos produtos de
higiene, estes sdo libertados para o meio ambiente, podendo originar alteracdes destes

ecossistemas.
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Anexo 1 - Concentragoes de musks nos produtos de higiene

As tabelas A1-A15 sdo apresentadas as concentracdes registadas dos 12 musks em estudo

em todas as amostras analisadas.

Tabela A 1 - Concentragdo média de musks em amostras de perfume (g.kg'l)

Perfume (g.kg™)

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10
Cashmeran 0,02 0,19 0,05 n.d. 0,36 0,69 2,05 n.d. 0,17 n.d.
Celestolide n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Phantolide 0,01 n.d. n.d. n.d. n.d. 0,02 n.d. 0,01 n.d. n.d.
Exaltolide 7,90 4,01 2,40 1,32 5,30 4,06 n.d. 1,67 n.d. 22,09
Musk ambrette n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Galaxolide 31,12 30,52 17,21 0,01 0,0004 10,33 17,24 8,32 5,95 n.d.
Musk xylene n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Tonalide n.d. n.d. 13,19 n.d. n.d. 19,55 n.d. 3,26 n.d. n.d.
Musk moskene n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Musk tibetene n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Musk ketone n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Ethylene Brassylate n.d. n.d. n.d. 0,002 2,69 n.d. n.d. n.d. 3,25 9,94

Tabela A 2 - Concentragdo média de musks em amostras de perfume (g.kg'l)

Perfume (g.kg'l)

P11 P12 P13 P14 P15 P16 P17 P18 P19
Cashmeran n.d. 1,27 n.d. n.d. 0,01 n.d. n.d. 0,74 4,15
Celestolide 0,003 n.d. 0,002 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Phantolide n.d. n.d. 0,005 n.d. n.d. 0,00 n.d. n.d. n.d.
Exaltolide n.d. 3,66 n.d. 0,56 n.d. 7,25 0,87 2,63 2,75
Musk ambrette n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Galaxolide 0,05 4,53 20,08 8,28 0,01 10,01 6,37 10,45 0,08
Musk xylene n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Tonalide 5,40 0,32 19,84 0,70 0,002 9,24 2,16 n.d. 0,02
Musk moskene n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Musk tibetene n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Musk ketone n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Ethylene Brassylate 0,01 4,83 0,01 0,89 0,01 n.d. 1,02 n.d. 24,49

Tabela A 3 - Concentracdo média de musks em amostras de pasta de dentes (mg.kg-1)

Pasta de dentes (mg.kg™)

PD1 PD2 PD3 PD4 PDS5 PD6
Cashmeran 0,05 0,04 n.d. 0,05 0,03 n.d.
Celestolide n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Phantolide n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Exaltolide n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Musk ambrette n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Galaxolide 0,00002 0,005 0,0002 0,00001 0,003 0,005
Musk xylene n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Tonalide n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Musk moskene n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Musk Tibetene n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Musk ketone n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

Ethylene Brassylate - - - - - -
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Tabela A 4 - Concentracio média de musks em amostras de pasta de dentes de crianca (mg.kg™)

Pasta de dentes de crianca (mg.kg™)

PDC1 PDC2 PDC3 PDC4 PDC5 PDC6
Cashmeran n.d. n.d. n.d. n.d. 0,05 n.d.
Celestolide n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Phantolide n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Exaltolide n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Musk ambrette n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Galaxolide 0,001 0,005 0,04 0,006 0,0004 0,02
Musk xylene n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Tonalide n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Musk moskene n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Musk Tibetene n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Musk ketone n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

Ethylene Brassylate --- - --- - - ---

Tabela A 5 - Concentragdo média de musks em amostras de sabonete liquido de maos (mg.kg'l)

Sabonete liquido de m3os (mg.kg™)

SLM1 SLM2 SLM3 SLmM4 SLM5 SLMé6 SLM7
Cashmeran n.d. 1,02 0,52 18,74 n.d. 0,05 0,04
Celestolide 0,009 0,03 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Phantolide n.d. n.d. 0,28 0,35 n.d. n.d. n.d.
Exaltolide 0,78 0,84 25,72 53,59 1,03 4,13 4,07
Musk ambrette n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Galaxolide 15,43 28,47 106,50 103,68 0,05 0,02 23,53
Musk xylene n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Tonalide 0,25 0,49 1,19 n.d. n.d. n.d. n.d.
Musk moskene n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Musk Tibetene n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Musk ketone n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 17,87 2,34

Ethylene Brassylate - - - - - - -

Tabela A 6 - Concentra¢io média de musks em amostras de creme de m3os (mg.kg™)

Creme de mios (mg.kg™)

cm1 CcM2 Ccm3 cv4
Cashmeran n.d. 2,56 n.d. n.d.
Celestolide n.d. n.d. n.d. 0,78
Phantolide n.d. n.d. n.d. n.d.
Exaltolide 6,95 34,24 28,54 n.d.
Musk ambrette n.d. n.d. n.d. n.d.
Galaxolide 0,01 0,03 0,01 31,43
Musk xylene n.d. n.d. n.d. n.d.
Tonalide n.d. n.d. n.d. n.d.
Musk moskene n.d. n.d. n.d. n.d.
Musk Tibetene n.d. n.d. n.d. n.d.
Musk ketone n.d. n.d. n.d. 16,80

Ethylene Brassylate
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Tabela A 7 - Concentragao média de musks em amostras de desodorizante (mg.kg'l)

Desodorizante (mg.kg™)

D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 D11 D12
Cashmeran 6,55 0,46 n.d. 8,55 3,17 5,44 2,63 0,60 0,77 6,03 n.d. 1,61
Celestolide n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Phantolide n.d. n.d. n.d. 0,004 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,22 n.d.
Exaltolide 57,52 80,44 n.d. 12,12 39,24 n.d. n.d. 0,20 16,45 137,72 65,70 n.d.
Musk ambrette n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Galaxolide 0,004 n.d. 0,0002 0,01 0,04 <LoQ 0,02 n.d. <LoQ 0,06 n.d. <LoQ
Musk xylene n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Tonalide n.d. n.d. n.d. 0,03 n.d. n.d. 0,03 n.d. 0,05 n.d. n.d. n.d.
Musk moskene n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Musk Tibetene n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Musk ketone n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Ethylene Brassylate --- --- --- --- - - - - - - --- ---
Tabela A 8 - Concentracdo média de musks em amostras de gel banho (mg.kg™)
Gel banho (mg.kg™)
GB1 GB2 GB3 GB4 GB5 GB6 GB7 GB8 GB9 GB10
Cashmeran 55,41 1,17 2,40 6,33 512,66 0,66 10,02 2,93 0,05 6,81
Celestolide n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,02
Phantolide n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Exaltolide 104,08 n.d. 1,93 10,91 532,94 9,82 6,50 62,21 0,59 23,15
Musk ambrette n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Galaxolide 0,32 0,03 0,02 n.d. n.d. n.d. 0,11 460,07 6,02 161,00
Musk xylene n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Tonalide n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 54,46 n.d. n.d.
Musk moskene n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Musk Tibetene n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Musk ketone n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Ethylene Brassylate - --- --- --- --- --- --- --- - ---
Tabela A 9 - Concentragio média de musks em amostras de pasta de dentes (mg.kg™)
Gel banho crianga (mg.kg™)
GBB1 GBB2 GBB3 GBB4 GBB5 GBB6 GBB7 GBB8 GBB9 GBB10
Cashmeran n.d. 0,61 n.d. n.d. 1,05 n.d. 0,07 n.d. 0,86 0,27
Celestolide n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Phantolide n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Exaltolide 309,75 n.d. 6,46 136,69 6,21 1,97 n.d. 0,17 n.d. 2,19
Musk ambrette n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Galaxolide 0,48 0,008 0,01 0,11 0,002 0,10 0,0004 0,045 0,02 0,01
Musk xylene n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Tonalide n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Musk moskene n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Musk Tibetene n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Musk ketone n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Ethylene Brassylate
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Tabela A 10 - Concentragio média de musks em amostras de champé (mg.kg™)

Champb (mg.kg™)

Cc1 c2 c3 ca c5 C6 c7 c8 c9 10 C11
Cashmeran 1,60 n.d. 0,28 n.d. 0,24 0,13 52,48 n.d. n.d. 0,29 n.d.
Celestolide n.d. n.d. 0,09 n.d. n.d. n.d. 6 0,19 0,22 0,05 0,28
Phantolide n.d. n.d. 4,90 n.d. n.d. n.d. n.d. 0,03 0,03 0,005 0,06
Exaltolide 3,63 n.d. 70,62 0,12 4,60 4,70 1752,30 59,92 n.d. n.d. 7,93
Musk ambrette n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Galaxolide 0,01 <LoQ 571,65 0,005 80,33 0,001 12861,33 455,85 485,81 412,71 713,29
Musk xylene n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Tonalide n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 5,08
Musk moskene n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Musk Tibetene n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Musk ketone n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Ethylene
Brassylate

Tabela A 11 - Concentragdo média de musks em amostras de champo de crianga (mg.kg'l)

Champé de crianca (mg.kg™)

CB1 CB2 CB3 CB4 CBS CB6 CB7 CB8
Cashmeran n.d. n.d. 1,63 0,17 0,26 n.d. n.d. n.d.
Celestolide n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Phantolide n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Exaltolide 0,48 0,29 2,97 1,95 0,19 4,10 6,70 n.d.
Musk ambrette n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Galaxolide 0,14 0,02 20,83 0,02 0,09 0,002 <LoQ <LoQ
Musk xylene n.d. n.d. n.d. 3,42 n.d. n.d. n.d. n.d.
Tonalide n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Musk moskene n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Musk Tibetene n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Musk ketone n.d. n.d. 0,46 12,71 n.d. n.d. n.d. n.d.

Ethylene Brassylate

Tabela A 12 - Concentragio média de musks em amostras de condicionador (mg.kg™)

Condicionador (mg.kg™)

co1l COo2 co3 coa CO5 C06 co7 Cco8
Cashmeran 1,47 n.d. 0,11 n.d. n.d. 3,05 0,15 0,05
Celestolide n.d. n.d. 0,07 0,07 0,18 0,18 0,06 0,21
Phantolide n.d. n.d. 0,001 n.d. n.d. n.d. 0,0009 0,14
Exaltolide 0,68 1,06 50,91 12,21 33,83 47,58 0,27 n.d.
Musk ambrette n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Galaxolide 0,01 0,02 405,36 161,87 305,48 393,26 307,42 265,91
Musk xylene n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Tonalide n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Musk moskene n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Musk Tibetene n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Musk ketone n.d. 1,38 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

Ethylene Brassylate
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Tabela A 13 - Concentragao média de musks em amostras de creme, leite e logao corporal (mg.kg'l)

Creme, leite e log3o corporal (mg.kg™)

CLL1 CLL2 CLL3 CLL4 CLLS CLL6 CLL7 CLL8
Cashmeran 22,48 0,07 n.d. 5,61 29,87 0,71 1,44 n.d.
Celestolide n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 1,44
Phantolide n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,01
Exaltolide 1045,54 34,12 6,43 10,41 1421,41 11,57 26,15 n.d.
Musk ambrette n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Galaxolide n.d. <LoQ n.d. 0,03 n.d. 0,001 <LoQ 309,23
Musk xylene n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Tonalide n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 10,34
Musk moskene n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Musk Tibetene n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Musk ketone n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

Ethylene Brassylate --- - - - - - - -

Tabela A 14 - Concentragao média de musks em amostras de creme, leite e logao corporal de crianga

(mg.kg™)
Creme, leite e logdo corporal de crianca (mg.kg™)

CLLB1 CLLB2 CLLB3 CLLB4 CLLBS CLLB6
Cashmeran n.d. n.d. 2,58 n.d. 0,36 0,47
Celestolide n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Phantolide n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Exaltolide 5,44 101 7,59 n.d. n.d. 25,40
Musk ambrette n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Galaxolide 0,05 0,26 0,03 0,05 0,02 0,01
Musk xylene n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Tonalide n.d. 0,04 n.d. 0,02 n.d. n.d.
Musk moskene n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Musk Tibetene n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Musk ketone n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

Ethylene Brassylate - - - - -

Tabela A 15 - Concentragio média de musks em amostras de creme facial (mg.kg™)

Creme facial (mg.kg™)

JA JS JC Ju
Cashmeran 1,82 1,41 0,20 0,28
Celestolide 0,004 n.d. n.d. 0,02
Phantolide 0,06 n.d. n.d. n.d.
Exaltolide 2,42 33,16 14,62 13,06
Musk ambrette n.d. n.d. n.d. n.d.
Galaxolide 31,51 <LoQ <L0Q 45,05
Musk xylene n.d. n.d. n.d. n.d.
Tonalide 10,49 n.d. n.d. n.d.
Musk moskene n.d. n.d. n.d. n.d.
Musk Tibetene n.d. n.d. n.d. n.d.
Musk ketone n.d. n.d. n.d. n.d.

Ethylene Brassylate
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Introduction :

Synthetic musks are organic compounds commonly used in several cosmetics, personal care and household products like perfumes, lotions, soaps, shamp , etc. According to their
chemical structure, they can be divided into four major classes — nitromusks, polycyclic, macrocyclic and alicyclic musks. When these compounds are consumed, part of them is drained into the sewer system and
reaches the wastewater treatment plants (WWTPs) and part is volatilized. Without complete removal, the effluents discharges can contaminate the environment. Due to their extremely high incidence of
utilization, lipophilic and persistent nature, syntehtic musks tend to bioconcentrate and bioaccumulate in different matrices. Recent studies have contradicting the idea that these compounds were inert and had
no toxic effects. However, due to the lack of information, there are no certainties about the real impact of musks. Therefore, it is extremely important to carry out Environmental Risk Assessment (ERA) studies. In
line with this idea, it is essential to examine the concentrations of synthetic musks in personal care products to enable a prediction of the human and environmental exposure by measuring its inputs.

In this work, a simple, fast and reliable analytical method (QUEChERS/GC-MS) was used to analyse musks in personal care products. The products were chosen according to the usage patterns of the
population in the Metropolitan Area of Porto, Portugal.

xrimental

| SAMPLES |\ SAMPLE EXTRACTION (QUECHERS) | INSTRUMENTATION >l IMETHOD VALIDATION 2
= Personal care products were purchased in retail stores and — = Linearity: 5 - 4000 g L**
perfumeries from Porto (Portugal) in 2012/2013. (5] | 500 mg sample + 3 mL acetonitrile 5 8 .
g 9 Varian lon Trap GC-MS system with *1L0D*0.01 ng g* (HHCB) - 18.80 ng " (MX)
g - e
= (Vortex:3min electron impact ionization & Preqsion (%ASD):
- i | Uitrasounds: 10 min Perfumes: 1- 5%
[} Toothpastes: 2-13%
‘t (QuECKERS1:2400 mg MgSO, + 750 mg NaCH,c00__ ] * Column: CP-Sil §.CB capillary column (50 m x 0.25 mm, 0.12 yum) Deodorants: 1-9%
A odessslcted o A Body and hair wash: 1 - 10%
< : ge (S15) ot
: Skin moisturizers: 2~ 19%
Toothpastes Deodorants Vortex: 3 min = Carrier gas: Helium (99.999%) at 1.0 mL min*
Dentifrice poste Roll-on decdorant Centrifuge: 10 min, 3700 rpm * Manifold temperature: 50°C = Accuracy (%Rec):
n=6} n=12)

)

Toothpastes: 50-107%
((QuEChERS 2: 180 mg MgSO, + 60 mg PSA +30 mg Cys |

= lon trap, transfer line and injector temperature: 250 °C Deodorants: 89— 104%
* Injection volume: 1 uL Body and hair wash: 57 - 109%

5 n& T * Filament emission current: 50 jA Skin moisturizers : 82— 109%

fortex: 3 min

Centrifuge: 3700rpm, 10 min * Oven temperature program: 60 °C (1 min) to 150 °C at a rate of 6 °C min* *LOD, datection limit (calculated from 5/N = 3)
<

]

CLeanuP (0-SPE)

(10 min), 225 °C at a rate of 6 °C min, 300 °C at a rate of 20 °C min* (2.5

min) * Ethylene brassylate (EB) was only
Bodyand hairwash  Skin moisturizers Concentrate to 1 mL N, stream) analysed in perfumes

* Quantification ions: m/z 191 for cashmeran (DPMI); 229 for celestolids
Hond gel soop Body lotion/milk

Shower gel Body creom (ADBI); 229 for phantolide (AHMI); 67 for exaltolide (EXA) 253 for musk | /ol
Shompoo Faciol cream *No spedal pre-treatment was applied to ambrette (MA); 243 for galaxolide (HHCB), 282 for musk xylene; 243 fOr  metho for the determinotion of musks in personal care products
Hair canditioner Hond creom the analysis of perfumes, apart from the tonalide [AHTN); 263 for musk moskene (MM); 251 for musk tibetene (MT); b7 GuECHERS extroction followed by GC-5, Jowmal of Separation
{n=36) n=16) appropriate dilution with acetonitrile 279 for musk (MK} and 83 for ethylene brassylate (£8) Science. 2013 DO 10.1002jssc 201300190
¥ SYNTHETIC MUSKS IN PERSONAL CARE PRODUCTS |
= Most popular brands in the Metropolitan Area of Oporto were selected for each product category * Toothpastes were also analysed. Only DPMI (0.041 pg.g?) and
Leave-on products Rinse-off products Perfumes HHCB (0.002 pg.g™) were detected at trace levels.
125 ® 125 5028 T 12000 (el
o e wOPMI F. =ADBI . hetic musks were d din all analysed samples
) i =2 10000 { )
2 A ES ROy § Sihe * Galaxolide (HHCB) was the most detected musk (81%)
5 = AHMI § e BAMI F =000 mHHCB
H mics Ll H AN * Toothpastes and hair i were the care
§ s wAHTN § s BAHTN & Beooy A products with the lowest concentration of musks
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g K 2 | MK E 0T K = Banned nitromusks (MM, MA, MT) were not found in any
H e : | wEXA 2000 analysed samples
Polhoaeble= & WLl g0l Lla E B vond s
facial  Hand  Eody shampoo  Hair  Shower Deodorant Hand gel 0+ .ty * Galaxolide (HHCB) and exaltolide (EXA) were the predominant
cream  cream  lotion conditioner  gel soap Ferfumes musks in the composition of personal care products
c h v th area of Oporto
\ HUMAN EXPOSURE ASSESSMENT J

I .
= The major source of human exposure to musks is expected to be the dermal application co nc u SIO n S

Estimated daily dermal exposure to synthetic musks Synthetic musks were detected in all analysed samples. Banned

Producttype ,:,’r.,::::,‘.. m‘:::: .,.:::?‘ E:::',‘ ::::::::k; M‘,:",:::r o~ Dai|ygxposure:w nitromusks were not found, but restricted nitromusks were
(&) %) (ugg!) (ug. kg bwday™!) Body weight detected in 4% of the samples, polycyclic in 98% and macrocyclic

RO Gros B g 5 il in 80%. Galaxoli ide and were the most

Hand cream 51 24 4

Body lotion ass = Perfumes and body lotions were the commonly detected compounds.

Shampoo 10 1212 highest contributors to the dermal h and hair i led low levels of musks,

Hair conditioner 01 14 exposure while perfumes, shampoos and body lotions were the samples with

Shower gel 10 288 the highest concentrations.

Déodorant 109 55 Considering a typical adult consume profile, estimation of a

::::‘:::" 7”; § SEimuied values based o0 publiched sates daily exposure to muks in the Metropolitan area of Porto was

Partase et * Adult body weight = 60 kg performed, exclusively using the analysed PCPs as sources. Daily

dermal exposure is about 384.40 pg. kg™ bw.day?.
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