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AMADOR, Ismael Rodrigues. Estudo sobre endotoxinas associadas ao material
particulado grosso e fino em ar ambiente. 2016. 128 f. Tese (Doutorado em
Quimica) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2016.

RESUMO

O material particulado atmosférico € um importante constituinte do ar ambiente. A
determinacdo de sua concentragcdo e a distribuicdo por tamanho em diferentes
ambientes é essencial devido a sua habilidade em penetrar profundamente no trato
respiratorio humano e animal. Endotoxina é um importante componente biolégico
associado ao material particulado (MP) atmosférico que através da inalagao pode
induzir a efeitos adversos na saude. Endotoxina € encontrada nas fragdes grossa e
fina do MP, em ar ambiente e interno. Amostras de material particulado em suspensao
em diferentes tamanhos aerodinamicos (MP10, MP25e MP1,0) e 5 sub-fracdes (< 2,5
um; 1,0-2,5 um; 0,5-1,5 um; 0,25-0,5 um; > 0,25 um) foram coletadas no interior de
dois diferentes ambientes e analisadas quanto ao conteudo de endotoxinas e
concentracéo de MP. As amostras de ar foram coletadas sobre filtros de fibra de vidro
no interior de uma lavanderia de hospital e de um galpao para criagdo de frangos.
Impactadores de baixo volume ciclones e o impactador em cascata Sioutas foram
utilizados para as amostragens. A técnica de medida empregada foi baseada na
separagao e detecgdo de marcadores quimicos (3-hidroxi acidos graxos) por meio de
cromatografia. Na lavanderia, o MP fino representou 47 % do MP grosso. As
concentragdes variaram foram de 94,1 ug m=3 para MP1o; 43,2 ug m= para MP2s e
38,9 ug m2na fragdo MP1.0. Os niveis de endotoxina variaram entre 3.522 a 6.624 ng
m=3. As concentracdes de endotoxina associadas ao MP foram muito elevadas
excedendo alguns valores limites de exposicdo ndo oficiais propostos por varios
autores. No interior da granja de frangos de corte, o MP1o apresentou altas
concentragéo (209 a 533 um m3). MP2,5 e MP1,0 apresentaram concentragdes baixas
inicialmente (20,8 a 16,0 ug m=, respectivamente), com niveis crescentes (412,9 a
344,8 ug m3, respectivamente) durante a amostragens. Os niveis de concentragdo de
PM sao considerados excessivamente elevados, com grande potencial para afetar a
saude animal e humana. As concentragdes de endotoxina variaram entre, 3.101 ngm-
3 para PM2s, e 5.829 ng m= para PM1o. Na Ultima amostra de endotoxina, o PM1.0
correspondeu 89 % da fracgao fina. O perfil obtido foi de distribuicdo bimodal com
maior concentracdo de MP na fragdo grossa e a seguir na fracdo de particulas
consideradas quase ultrafinas. Endotoxina foi encontrada em todas as fragbes com
concentragbes bem elevadas na fragdo grossa. O perfil obtido nesta técnica de
amostragem mostrou a distribuicdo do LPS associado ao MP simulando a penetragcao
de particulas toxicas no trato respiratério. Foi proposto o calculo da taxa percentual
LPS/MP. Os valores encontrados mostraram que focando a massa de endotoxina, sua
maior concentragdo esteve sempre associada a fragdo fina e mais prejudicial do
material particulado atmosférico.

Palavras-chave: Endotoxinas. Inalavel. Respiravel. Material particulado fino. Sioutas.



AMADOR, Ismael Rodrigues. Study of endotoxins associated with coarse and fine
particulate matter in ambient air. 2016. 136 p. Thesis (Doctoral Degree in Chemistry)
— Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2016.

ABSTRACT

Atmospheric particulate matter is an important constituent of ambient air. The
determination of its concentration and size distribution in different environments is
essential because of its ability to penetrate deeply into animal and human respiratory
tract. Endotoxin is an important biological component of atmospheric particulate matter
(PM) which upon inhalation can induce adverse health effects. Endotoxin is found in
PM course and fine fraction in indoor and outdoor air. Size-resolved airborne
particulate matter samples (PM1o, PMz2,5, and PM1,0) and 5 sub-fractions (< 2.5 um; 1.0-
2.5 um; 0.5-1.5 um; 0.25-0.5 um; > 0.25 um) collected inside two different ambient
were analyzed for endotoxin and PM concentrations. Air samples were collected on
glass fibre filters in a hospital laundry and in a broiler house. Low-vol impactors,
cyclones, and Sioutas cascade impactor were used for the sampling. The
measurement technique was based on the detection of 3-hydroxy fatty acids (3-OH-
FAs) as chemical markers of the endotoxin lipopolysaccharide by means of
chromatography. Inside the laundry, fine PM represented 47% of course PM. The PM
concentrations were 94.1 ug m-3 for PM1o; 43.2 ug m= for PM2s and 38.9 ug m for
PM1.0. Endotoxin levels varied between 3522 a 6624 ng m=3. The concentrations of
airborne endotoxin determined exceeded many no officially approved threshold limit
value proposed by various authors. Inside de broiler house, PM1o showed high
concentration (209 - 533 ug m3). PM2s and PM1 initially presented relatively low
concentration (20.8 and 16.0 ug m respectively) with significantly increasing levels
(412.9 and 344.8 ug m respectively) during the samplings. PM concentration levels
are considered excessively high, with great potential to affect animal and human
health. Endotoxin concentrations varied between, 3101 ng m= for PM2.5, and 5829 ng
m-3 for PM1o0. In the last sample collected PM1.0 endotoxin corresponded to 89% of the
fine fraction. The size-resolved concentration of PM and endotoxin were obtained in
five aerodynamic size fractions in both locations. The profile obtained was bimodal
distribution with highest concentration of PM fine and quasi ultrafine particles.
Endotoxin was found in all fractions with high concentration on coarse mode. The
profile obtained with this sampling technique showed the distribution of LPS associated
with the PM simulating the penetration of toxic particles in the respiratory tract. A
percentage rate LPS/PM was proposed. The values found showed that focusing on
the endotoxin mass, their largest concentration was always associated with the fine
fraction and more damaging atmospheric PM.

Key words: Endotoxin. Inhalable. Breathable. Fine particulate matter. Sioutas
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1 INTRODUCAO

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), aproximadamente 7
milhdes de pessoas podem ter morrido em fungédo da poluicdo atmosférica somente
no ano 2012. Ainda segundo a OMS, o material particulado atmosférico (MP) grosso
e fino, s&o responsaveis por milhares de mortes prematuras todo ano (FAJERSZTAJN
et al., 2013; WHO 2014; WHO 2016).

As primeiras preocupacdes do MP como poluente ambiental se deram em
funcdo da queima ineficiente de carvao na industria e no aquecimento doméstico.
Contudo, nas ultimas décadas novas fontes emissoras e a capacidade em medir e
caracterizar particulas na atmosfera evoluiu do material particulado total (dp < 100
um) ao particulado fino (dp < 2,5 um). Mais recentemente, passou-se a estudar as
particulas em uma faixa de tamanho ainda mais restrito, a qual € denominada ultrafina
(BRUNSHIDLE et al., 2003).

O material particulado pode ser classificado considerando seu tamanho
aerodindmico médio. Dessa forma, particulas com didmetro aerodindmico médio no
intervalo de 2,5 a 10 ym sao classificadas com particulas inalaveis grossas (MP...) e
inferiores a 2,5 ym sao particulas finas ou respiraveis (MP2;5). Em considera¢des mais
atuais particulas com tamanho aerodinamico inferior a 0,25 ym séo classificadas como
quase-ultrafinas (MPo,2s5) e ultrafinas (MPo,1) particulas com tamanho inferiores a 0,1
um (BAIRD 2012; MINGUILLON et al., 2008). O diametro aerodinamico depende da
densidade da particula e corresponde ao tamanho de uma esfera de densidade de 1
g cm= com as mesmas caracteristicas aerodinamicas. As particulas com o mesmo
tamanho e forma, mas diferentes densidades, possuem diferentes didmetros
aerodinamicos (FIERRO, 2000; WHO, 2014).

As agencias que regulamentem, monitoram e fiscalizam as emissdes
atmosféricas, a exemplo da Environmental Protection Agency (EPA) e outras,
normalmente monitoram as concentragdes das particulas com tamanho aerodinamico
<2,5ume <10 um, MP25 e MP1o respectivamente (HEI PERSPECTIVES, 2002).
Embora o MP10 seja encontrado em maior concentragao no ar ambiente em relagao
ao MP2 5, a capacidade de penetrar nas regides pulmonares responsaveis pelas trocas
gasosas € de aproximadamente 1 %, enquanto o MP25 € entorno de 80 % (US-EPA,
2012).
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O potencial do MP em causar danos a saude humana depende principalmente
da regido do trato respiratério onde é depositado e sua composigéo. A composigéo do
MP depende do local e da fonte geradora, e pode ser bastante variada. Bioaerossois
(BioMP), por exemplo, sdo de origem biologica e predominantemente compostos de
polen de plantas, microrganismos (fungos e bactérias), metabdlitos ou fragmentos
microbianos. Os BioMP podem ser classificados por tipo ou componente. As
endotoxinas, fragmentos microbianos, sdo os principais contaminantes organicos dos
BioMP (SIMPSON et al.,, 1999; HARRISON et al., 2008; POPE et al., 2006;
MENETREZ et al., 2000 MENETREZ et al., 2001).

Endotoxina, um lipopolissacarideo (LPS), € um componente importante que
esta localizado na parte externa da membrana externa das bactérias gram-negativas.
Essa macromolécula € composta por uma molécula de lipidio conhecido como lipidio
A, e uma cadeia de polissacarideo chamada de antigeno-O que é parcialmente
extracelular (LIN; LOWRY, 1998).

O componente lipidico do LPS é composto inteiramente de acidos graxos,
com variagao de tamanho da cadeia carbbnica, normalmente de Cio a C22, como
representado na figura 1 (ELIN; WOLFF, 1976).

As endotoxinas podem ter diversas agbes no organismo humano. Sao
prototipicos ativadores de células do sistema imunoldgico, sistemas inflamatérios e
iniciam as mudancgas sistémicas, o que €& conhecido como choque séptico. A
endotoxemia, hipertensdo pulmonar, € o resultado da constricdo de artérias
pulmonares durante a fase inicial (GLAUSER et al., 1991; LAMBERMONT et al.,
1999). A injecdo de LPS provoca febre entre 60 a 90 minutos, e leucopenia precoce
seguida da leucopenia secundaria, também provoca hipoglicemia com o aumento da
glicélise na grande maioria das células. Outro fato que pode ocorrer com a injegao de
LPS é a ativacdo da via alternativa da cascata do complemento promovendo a
anafilatoxinas, respostas quimiotaticas, lesdo da membrana além da queda dos niveis
séricos (BROOKS et al., 2012). A coagulagao intravascular disseminada (CID), pode
ser acionada pelo LPS numa sequéncia de eventos que culmina na producao de uma
enzima proteolitica (plasmina), com capacidade de firmar agentes que degradam a
fibrina. A necrose hemorragica ou isquémica, provocada pela adesao das plaquetas
ao endotélio vascular e a oclusdo dos vasos sanguineos pequenos, € do mesmo
modo, provocada pela agdo de endotoxina (BROOKS et al., 2012; MIMS et al., 1999).
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Figura 1 — Representagao esquematica da expansao da parte lipidica da endotoxina,
evidenciando os ésteres de acidos graxos.
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Existem muitos relatos na literatura reportando a exposicéao de trabalhadores
aos niveis de concentracao de endotoxinas no ar ambiente, e possiveis danos a saude
que essa exposi¢ao possa acarretar (MEHTA et al., 2008; KIRYCHUK et al., 2010;
SIMPSON et al., 1999). No entanto, existem poucos estudos na literatura relatando
sobre o tamanho do MP relacionado com a concentracdo de endotoxinas, e nao foi
encontrado uma relacédo de proporcionalidade de LPS por MP. Dessa forma, nesse
estudo foi investigada a relacao de distribuicdo desse BioMP e o material particulado
atmosférico nas fragdes fina e grossa MP1,0 (< 1,0 um), MP25 (< 2,5 um), MP1o (<
10 um) e cinco faixas de tamanho (> 10 um; 2,5a 10 um; 1,0a 2,5 um; 0,5a 1,0 um;

0,25 a 0,5 um e < 0,25 um). Os amostradores utilizado para coleta do MP foram
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impactador MP10 Low-vol ZUF (Universidade de Frankfurt — Alemanha), ciclones
Teflon® Coated Aluminum Cyclones MP25 URG-2000-30EH e MP10 URG-2000-
30EHB (URG Corporation) e Personal Cascate impactor (SKC Inc.).

Para validacdo da metodologia na determinagdo das endotoxinas ha a
necessidade de padrdes analiticos. Comercialmente, estas substancias tém custo
elevado e nem sempre de facil acesso. Sendo assim, € proposto inicialmente uma rota

sintética com o objetivo de obter padrées com menor custo e maior acessibilidade.
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2 REVISAO BIBLIOGAFICA

2.1 MATERIAL PARTICULADO ATMOSFERICO

As particulas suspensas no ar ambiente sdo chamadas de material
particulado atmosférico (MP). Estas particulas podem ser formadas por uma
variedade de constituintes quimicos na forma solida ou liquida. A composi¢cao do MP
esta relacionada basicamente a duas caracteristicas, fonte formadora e tamanho da
particula. Normalmente a composicéo de particulas grossas sao atribuidas as fontes
naturais como spray marinho e ressuspens&o do solo. Ja as particulas finas s&o
resultantes de agdes antropicas como queima de combustiveis, processos industriais,
trafego veicular, entre outros (BAIRD, 2002; US-EPA, 2016; GRIFFIN, 2013).

A classificagdo do MP é feita em relacdo ao seu tamanho aerodinamico,
usualmente dado em micrometros (um). Dessa forma, ha particulas classificadas em
grossas, cujo tamanho aerodindmico € menor que 10 um (MP+1o0); particulas finas,
quando o tamanho aerodindmico da particula € menor que 2,5 um (MP2;5); € mais
recentemente as ultrafinas, quando as particulas tém tamanho aerodindmico menores
que 0,10 um (MPo,1). Outra classificagao bastante utilizada € a que relaciona o
potencial do MP em causar efeitos nocivos a saude. Com isso, de acordo com essa
classificagdo, ha particulas inalaveis, quando as particulas possuem tamanho
aerodinamico entre 2,5 e 10 um (MP25-10) e particulas respiraveis, quando o tamanho
aerodinamico da particula € menor que 2,5 um (MP<25). A figura 2 apresenta uma
perspectiva de tamanho de particula (BAIRD, 2002; US-EPA, 2016; OSHA, 2015).
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Figura 2 — Representagao esquematica do tamanho do material particulado grosso
(MP10) e fino (MP2,5)
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Fonte: US-EPA (2016)

O MP tem grandes impactos em materiais, como construgdes e monumentos,
e também na saude humana. Quando o MP ¢é analisado em relagdo aos efeitos
prejudiciais a saude humana dois aspectos muito importantes devem ser levados em
consideragao, o tamanho do MP e composicédo desse MP (US-EPA, 2008; KROLL et
al., 2013)

O tamanho do MP esta relacionado com capacidade de penetracao no trato
respiratério humano, e potencial em afetar a saude humana dependendo desse
alcance. A exemplo disso, De Vizcaya-Ruiz et al. (2006) constataram em suas
pesquisas in vitro que, além da concentracdo, o tamanho da particula também
influenciava diretamente na toxidade das células. Alguns estudos, reportados por
Hussain, Madl e Khan (2011), demostram que particulas de menor tamanho
aerodindmico possuem maior taxa de deposigcdo nos bronquios e alvéolos
pulmonares, ou seja, essas particulas podem acessar regides mais profundas do trato
respiratério humano. A figura 3 ilustra como cada regido do trato respiratério humano
€ impactado por determinada faixa de tamanho aerodinamico de particula.
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Figura 3 — Representacao esquematica da deposigao por tamanho de particulas em
trés regides do trato respiratorio humano
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A composigao do MP ¢é outro aspecto que pode aumentar seu potencial em
afetar a saude. Nesse sentido, alguns trabalhos buscam caracterizar a composi¢ao
do MP em relagdo a composicdo quimica: metais, sais, hidrocarboneto policiclico
aromatico (HPA), etc. em ar ambiente aberto ou fechado (FREITAS; SOLCI, 2009;
PINTO et al., 2014a; KRUGLY et al., 2014; MOHIUDDIN et al., 2014).

Agéncias de regulamentagao nacionais estabelecem valores de exposi¢ao ao
MP para definir a qualidade do ar ambiente, visando garantir parametros que sejam
menos nocivos a saude humana, com isso, € importante investigar locais com
potencial de formagdo de MP. O Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA)
estabelece como padrées de qualidade do ar (PQAr) a concentragédo de 80 ug m= de
média geométrica anual, ndo podendo exceder mais de uma vez ao ano em um
periodo de médio de 24 horas a 240 ug m, pertinente a particulas totais suspensas
(PTS). Ja para particulas inalaveis (PM1o), esses valores sdo de 50 pg m- para média
aritmética anual e 150 ug m= para um periodo médio de 24 horas (CONSELHO
NACIONAL DO MEIO AMBIENTE, 2015).

A Companhia Ambiental do Estado de Sao Paulo (CETESB) institui os

mesmos valores de PQAr estabelecidos pelo CONAMA referentes a PTS. No entanto,
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as concentragdes para MP1o sdo mais restritiva, sendo 40 pg m= de média aritmética
anual e 120 ug m- para um periodo médio de 24 horas. Além desses dois parametros,
a CETESB também estabelece como PQAr o MP25, nesse caso as concentragdes séo
de 20 ug m=2 de média aritmética anual e de 60 ng m= para um periodo média de 24
horas (CETESB, 2015).

2.2 ENDOTOXINAS

As endotoxinas ou lipopolissacaridios (LPS) sao constituintes da parede
celular externa bacteriana. Bastante toxico aos animais, o LPS também é chamado
de endotoxina das bactérias, por estarem fortemente ligadas a superficie celular das
bactérias Gram-negativas (Figura 4). Sintetizado sobre a membrana citoplasmatica, o
LPS é transferido até a membrana externa da célula. Este constituinte confere certa
resisténcia as grandes moléculas de antibiéticos de adentrarem a membrana externa
das bactérias Gram-negativas (BROOKS et al., 2012; MIMS et al., 1999).
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Figura 4 — Esquema representativo do invélucro da célula de uma bactéria Gram-

negativa e suas quatro regides (camadas) distintas. A membranas interna,
periplasma, membrana externa e lipopolissacaridio
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Toda endotoxina € composta basicamente por trés partes, antigeno O, cerne
(interno e externo) e lipidio A (Figura 5). O antigeno O € a repeticdo de unidades de
carboidrato e recobre toda membrana externa excluindo componentes hidrofébicos,
também é o responsavel pelo carater antigénico do LPS. Todas as bactérias gram-
negativas possuem o cerne semelhante contendo os agucares heptose e acido

cetodesoxioctanoico (KDO) (BROOKS et al, 2012; COX; PERRY, 1996;
CHATTERJEE; CHAUDHURI, 2012; MIMS et al., 1999).
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Figura 5 — Representacao ilustrativa das duas principais estruturas que compdem a
endotoxina e suas subdivisbes: Cadeia Polissacaridica contendo cerne
(interno e externo) e cadeia polissacaridica especifica (antigeno-O);
Glicofosfolipideo (Lipideo A)
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Fonte: Adaptado Caroff et al. (2002)

As unidades de dissacarideos de glicosamina fosforilada formam o lipideo A,
a esse estao ligados acido graxos de cadeia longa. A variabilidade desses acidos
depende da espécie de bactéria. No entanto, os p-hidroxiacido (3-hidroxiacidos
graxos) sdo comuns a todas endotoxinas, o B-hidroximiristico (C14) é exclusivo e
sempre presente nesse lipidio (BROOKS et al., 2012; RIETSCHEL, 1976;
WOLLENWEBER et al., 1980).

Independentemente da origem bacteriana, os efeitos fisiopatdgicos das
endotoxinas séo semelhantes. Uma vez dentro da corrente sanguinea, as endotoxinas
agem inicialmente ligando-se a proteinas circulantes, na sequencia interagem com os
receptores que estdo nos macréfagos, mondcitos e outras células do sistema
reticuloendotelial. Como isso pode haver a liberagdo da interleucina 1 (IL1), do fator
de necrose tumoral (TNF) e da cascata do complemento. Como consequéncia, pode
ocorrer hipotensdo e choque, leucopenia, hipoglicemia, febre, acarretando no
comprometimento da perfusdo de 6rgaos essenciais como rim, cérebro, coragao,
morte celular entre outros (BROOKS et al., 2012; MIMS et al., 1999).

A exposigao cronica a endotoxinas também pode apresentar efeitos adversos
a saude. Estudos realizados por Kang et al. (2013) demostraram haver uma relagéo
entre a concentragdo de endotoxinas no plasma sanguineo e inflamag¢ado com maior

risco de edemas colaterais. Gallagher et al. (2012) apontaram, em seu trabalho, uma
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possivel relacdo entre mortalidade por doencas cardiovasculares de trabalhadoras da
industria téxtil e exposicao cronica de LPS. Alfaro-Moreno et al. (2007) investigaram
que LPS associado ao MP1o pode ter fungao na ativagéo células endoteliais.

A liberacao de endotoxina na forma livre para o ambiente pode ocorrer durante
crescimento das bactérias Gram negativas, mas a contribuicdo mais significativa é
com a lise da célula apos a morte desse microrganismo. Uma vez livre a endotoxina
pode ser encontrada em variados tipos de ambientes como fluidos de dialise, agua
potavel, instrumentagdo medicocirurgica e principalmente em ar ambiente associada
ao MP (ABDULRAHEEM, et al., 2012; HUNTINGTON, et al., 2007; KULANDER, et al.,
1993; MASAKANE, et al., 2013; MENETREZ, et al., 2009; MITRA, 2014).

A determinacédo de endotoxina, em diferentes matrizes, usualmente ¢é feita
pela técnica que emprega o lisado extraido do caranguejo ferradura Limulus
polyphemus, denominada de ensaio Limulus amebocyte lysate (LAL). Esse ensaio
consiste essencialmente no processo de coagulagéo da hemolinfa promovida por uma
série de reagdes enzimaticas em cascata quando em presenca de LPS (Figura 6).
Nas avaliagdes qualitativas as amostras s&o colocadas em contato com os reagentes
do ensaio, e quando ha formacao de um gel pode ser indicativo da presenca de
endotoxinas (HURLEY, 1995; RYLANDER, 2012).

No caso de analises quantitativas as amostras também entram em contato
com os reagentes do ensaio LAL, mas este agora possui um substrato cromogénico
que é liberado para o meio durante as reag¢des caso haja endotoxina. Desse modo, a
presenca de LPS pode ser detectada e quantificada por espectrofotometria. A
capacidade de detecg¢ao de endotoxina por essa técnica bastante baixa, na ordem de
pico gramas por mililitro (10-'2 g mL-") (HURLEY, 1995; RYLANDER, 2012).
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Figura 6 — Esquema representativo das reagdes em cascata de LAL desencadeadas
na presenca de endotoxinas. As glucanos também podem levar ao mesmo
resultado por outra via
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Fonte: adaptado de Duguenne, Marchand e Duchaine (2013)

Algumas agéncias regulatérias internacionais como United States
Pharmacopeia (USP) e Food and Drug Administration (FDA), recomendam o ensaio
LAL para determinagao de endotoxinas em diferentes matrizes. Entretanto, ha relatos
na literatura apontando para uma série potenciais interferentes que podem ocorrer
quando esse ensaio é utilizado para determinagao de LPS em material particulado.

Esses interferentes podem estar relacionados a estrutura da endotoxina.
Esses fatores estruturais comprometer a eficiéncia das reagdes enzimaticas em
cascata, que por sua vez afetam na correta deteccao e quantificacdo das endotoxinas.
Entre os fatores que afetam interacdo enzima substrato estdo a capacidade de formar
micelas em solugdo aquosa, a alta capacidade de adsor¢do em superficies, a
diversidade de estruturas das endotoxinas, estar associada a fragmentos da célula
bacteriana, entre outras. Os interferentes também podem estar relacionados a reacao
do ensaio LAL. Por exemplo, fatores fisico-quimicos como pH e temperatura,
contaminagao por B-D-glucanas (falso positivo), o tempo da reagdo em ensaio
cinético, entre outros (DUQUENNE; MARCHAND; DUCHAINE, 2013).

Outras técnicas vém sendo estudadas com o objetivo de contornar esses
interferentes. Algumas das técnicas exploradas com essa finalidade sdo a
cromatografia em fase gasosa (CG), os biossensores por impedancia, as ceélulas
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receptoras e eletroquimicas, cisteamina modificada com nanoparticulas de ouro, entre
outras (PETERS; FRITZ; BUFE, 2012; SU et al.,, 2012; SUN et al.,, 2012;
ZUZUARREGUI et al., 2014). A cromatografia em fase gasosa acoplada a diferentes
tipos de detectores esta um pouco mais estabelecida. A utilizagdo de CG para analises
de endotoxinas é baseada nos 3-OH acidos graxos que estéo ligados no lipideo A das
endotoxinas (Figura 7). Por estarem sempre presentes nas endotoxinas e serem
sempre quatro unidades, esses acidos graxos podem ser utilizados como
biomarcadores na determinacao de endotoxinas. Embora a técnica cromatografica
neste caso seja menos sensivel que a enzimatica LAL, a grande maioria dos
interferentes que sao inerentes ao ensaio LAL ndo o sdo quando a técnica
cromatografica € empregada (BINDING et al., 2004; LEE et al., 2004; SARAF et al.,
1997).

Figura 7 — llustracdo genérica da estrutura quimica do lipideo A, constituinte da

endotoxina
R (@)
* /%/ ’ ol
0 H ~p—~OH
HO' 5 5 HM P
O o OH
o @)
(@) (@)
O O
@)
0 01

Fonte: Adaptado de Costerton, Ingram e Cheng (1974)

A endotoxina associada ao MP pode estar presente em ar ambiente externo

e interno em areas urbanas, rurais e seguimentos industriais (DEGOBBI et al., 2011;
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GUAN et al., 2014; MENETREZ et al., 2009; PAVILONIS et al., 2013; SPAAN et al.,
2006).

Os estudos sobre a presenga de endotoxinas no ar ambiente em areas
urbanas sao bastantes variados. Degobbi et al. (2011) avaliaram a relagao da variagao
de temperatura e umidade relativa com as concentragdes de endotoxinas associadas
ao MP25, nesse estudo foi possivel observar que a variacdo de temperatura possui
maior influéncia nas concentragbes de LPS e pouco influenciada pela variacédo da
umidade relativa. Nilsson, Merritt e Bellander (2011) avaliaram a influéncia do trafego
veicular e os parametros meteorolégicos, umidade relativa e temperatura, na
concentracédo de LPS associada ao MP25 e MP1o, as concentragcdes encontradas
foram de 0,005 a 0,064 EU m= (0,0004 e 0,0053 ng m3, respectivamente) para MP2;5
de 0,020 a 0,107 EU m= (0,0017 e 0,0089 ng m=, respectivamente) para MP1o0, 0s
parametros por eles avaliados parecem nao influenciar na concentragao de LPS. Ja
Morgenstern et al. (2005) relataram baixa variacao espacial de endotoxinas coletadas
em varios locais em Munique.

Nos estudos de diferentes ambientes urbanos e rurais (estacédo de trem, pier,
area siderurgica, areas agricolas, vias de trafego leve e pesado) realizados por Strak
et al. (2011) sobre endotoxinas associadas a MP2510 € MP10, ndo verificaram
correlacido entres os parametros avaliados e as concentragdes de endotoxinas,
embora tenha constatado que as areas rurais possuem niveis mais elevados de
endotoxinas. Madsen et al. (2009) avaliaram dois ambientes (interno e externo) de
LPS associado ao MP em plantagdes de pepino e tomate em estufas, niveis
superiores de LPS foram encontrados em ambiente interno em ambas as culturas (0,4
a 400 ng m3), eles também identificaram que as folhas das plantas (tomate e pepino)
podem ser locais de armazenamento de LPS. Simpson et al. (1999) avaliaram os
niveis de LPS em ambientes de diversas atividades industriais como producdo de
cogumelos, suinocultura, avicultura, moinhos de producado de farinhas, tecelagens
entre outros. O’'Shaughnessy et al. (2012) pesquisaram a incidéncia de endotoxinas
associadas ao MP em setores de processamento de suinos. O intervalo de
concentracado encontrado para concentracdo de endotoxinas foi de 1195 a 84357 EU
m-3 (100 e 7030 ng m3, respectivamente).

Dois diferentes ambientes, criacdo de aves e suinos, e concentracdes de
endotoxinas associadas a duas fragdes de MP (MP10 e MP2;5) foram estudados por
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Yang, Wang e Zhang (2014), eles encontraram diferenga significativa entre as duas
fracdes de MP estudadas, em MP10 a variagao da concentracdo de endotoxinas foi de
36,1 a 3572 EU m= (3,0 a 298 ng m=3, respectivamente), sendo as mais elevadas, ja
em MP2s houve uma variagdo de 6,3 a 6057 EU m= (0,5 a 50 ng m?,
respectivamente), no entanto, ndo observaram diferenga significativas entre os dois
tipos de criagdo animal. A investigagdo realizada por Radon et al. (2002) sobre
endotoxinas associada ao PM1o em estufa vegetais e ambiente de criagdo de aves
encontraram concentragbes médias de endotoxinas de 0,36 ng m3 em estufas
vegetais e 257,58 ng m-3 em ambiente de criagdo de aves. Lawniczek-Walczyk et al.
(2013) encontraram ampla variagdo na concentragdo de endotoxinas (0,04 ng m= a
4372 ng m3) em diferentes estagios da produgéo de aves e diferentes estagdes do
ano, as maiores concentragdes de endotoxinas foram observadas no verao e nos
ultimos dias de vida das aves (proximo ao abate). Huneau-Salaun et al. (2011)
avaliaram a presenga de LPS associado ao MP em ambiente de criagdo de aves
(galinhas) poedeiras em sistemas de gaiolas e sistema alternativos (convencionais),
também avaliaram o efeito da sazonalidade. Os dois sistemas apresentaram diferenca
significativa, no sistema convencional a variagdo na concentracao de LPS foi de 35 a
3156 EU m3 (2,92 e 263 ng m3, respectivamente), enquanto no sistema de gaiolas a
variagdo da concentragdo de LPS foi de 78 a 576 EU m= (6,5 a 48 ng m>3,
respectivamente). Porém, ndo foram encontradas diferengas significativas em relagao
a sazonalidade.

Estudos em diferentes repartigdes (recepgao, sala de cirurgia, consultorio, UTI,
etc.) e diversos individuos (estudantes e trabalhadores) em hospital veterinario, foram
realizados por Samadi et al. (2010) para investigar a exposi¢ao a endotoxinas. A
exposi¢cao mais elevada a endotoxinas ocorreu com estudantes do curso pratico em
manipulagdo de animais, sendo de 75 EU m= (6,3 ng m-3), ja a reparticdo com maior
contaminagao por area foi a enfermaria com 24211 EU m2 (2017 ng m-2). Singh et al.
(2010) avaliaram a presenca de endotoxinas em MP em diferentes clinicas
odontoldgicas. A concentragdo minima encontrada foi de 0,1 EU m-3 (0,008 ng m-) no
setor clinico e maximo de 555,9 EU m (46,3 ng m-3) no laboratério.

O trabalho desenvolvido por Coggins et al. (2012) € um dos poucos trabalhos
existente que abordam a presenca de endotoxina associada ao MP por tamanho de
particulas. Eles investigaram a concentracdo de LPS em ar ambiente de clinicas
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pediatricas para seis faixas de tamanho MP: estagio 1 (> 7 um), estagio 2 (4,7 —
7,0 um), estagio 3 (3,3 — 4,7 um), estagio 4 (2,1 — 3,3 um), estagio 5 (1,1 -2,1 um) e
estagio 6 (0,65 — 1,1 um). Variagdo na concentragdo de endotoxinas foi de 0,5 a 32,6
EU m= (0,042 e 2,72 ng m3, respectivamente), as maiores concentragdes de LPS

foram encontradas no estagio 5 (1,1 — 2,1 um).

2.3 JUSTIFICATIVA

Considerando que, em condi¢gdes normais, LPS encontra-se amplamente
distribuido em toda faixa de tamanho de material particulado. Em ar externo, por
exemplo, endotoxina tem sido detectada nas fragcbes MP25 e MP1o, com
predominantemente na fragao grossa (TRAVERSI et al., 2011). Novas investigacbes
sobre o perfil das concentragcdes de endotoxinas no ar ambiente devem ser realizadas.
Essas investigagbes acarretam em importantes contribuigdes para entendimento do
ar ambiente impactado. Deve ser considerado que, no Brasil existe poucos relatos na

literatura sobre endotoxinas no ar ambiente.
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3 OBJETIVOS

Avaliara endotoxina associada ao material particulado em dois ambientes
laborais, lavanderia do hospital universitario e granja de frango de corte utilizando

técnica de cromatografia a gas.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar concentragdo de endotoxina associada ao material particulado
atmosférico na lavanderia do Hospital Universitario e na granja de frangos de corte;

Avaliar concentracdo de material particulado atmosférico nestes dois
ambientes (Lavanderia do HU e granja);

Estudar distribuicdo da concentragdo por tamanho do material particulado
utilizando amostradores MP10, MP2,5, MP1,0 € Sioutas;

Investigar distribuicdo da concentragdo de endotoxinas por tamanho do
material particulado utilizando amostradores MP 10, MP2,5, MP1,0 € Sioutas;

Pesquisar a relagdo entre massa de endotoxina por massa de material
particulado (Taxa LPS/MP);

Propor rota sintética para producao acessivel e de baixo custo para 3-hidroxi

acidos graxos, biomarcadores de endotoxinas utilizados em cromatografia a gas.
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4 EXPERIMENTAL

As amostragens foram realizadas no Hospital Universitario (HU) da
Universidade Estadual de Londrina (UEL) e no interior de uma granja de frangos de
corte, ambos localizados na cidade de Londrina, Parana. Todos processos de
tratamento e analises das amostras foram realizados no Laboratério de Analises
Cromatograficas e Ambientais (LACA). O desenvolvimento da proposta de sintese
para o 3-OH acido graxo foi realizada em parceria com Laboratério de Pesquisa de
Moléculas Bioativas (LPMBA). Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN)
foram obtidos no Laboratério Multiusuario de Espectroscopia. Todos localizados na
Universidade Estadual de Londrina Parana.

O grupo de pesquisa do LACA possui amplo conhecimento em técnicas de
coletas e analises de componentes do ar ambiente (FREITAS; SOLCI, 2009;
GONCALVES et al., 2000; GUARIEIRO et al., 2011; PELICHO et al., 2006; PINTO et
al., 2014a; PINTO et al., 2014b). No entanto, para quantificacdo de endotoxinas por
cromatografia a gas com deteccéo por ionizagdo na chama, foi utilizado a técnica

segundo Lee et al. (2004) adaptado.

4.1 MATERIAIS

4.1.1 Reagentes, Padrdes, Equipamentos e Condi¢cdes de Analises

Os espectros no infravermelho foram obtidos no espectrofotdbmetro Shimadzu
FT-IR modelo 8300, em pastilha de KBr. Os espectros de RMN foram obtidos em
espectrofotdbmetro Bruker modelo Avance Il operando a 400 MHz para 'H e 100 MHz
para '3C, equipado com sondas multinucleares de 5 mm. Os espectros foram
registrados utilizando trimetilsilano (TMS) como padréo interno.

Os cromatografos a gas (CG) utilizados foram Shimadzu GC-17A com
detector de ionizagdo por chama (DIC) e Shimadzu 17-A (CG-EM) acoplado a

espectrometro de massas QP500. Em ambos, CG-EM e CG-DIC, foi utilizada a coluna
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de silica fundida Phenomenex® Zebron™ ZB-1 (30 m de comprimento, 0,25 mm de d.i.,
espessura do filme 0,25 mm).

Condi¢des cromatograficas: CG-DIC; injetor e detector 320 °C, nitrogénio
como gas de arraste, vazao de 1,1 mL min-', temperatura do forno iniciando em 90 °C
mantendo-se por 3,5 min, elevando a 290 °C com taxa de 20 °C min-', permanecendo
por 16,5 min, injecdo de 2 uL, Split 1:10.

Condi¢des cromatograficas: CG-EM; injetor e fonte 320 °C, interface 330 °C,
hélio como gas de arraste, vazao de 1,1 mL min-!, temperatura do forno iniciando em
90 °C mantendo-se por 3,5 min elevando a 290 °C com taxa de 20 °C min,
permanecendo por 16,5 min, injecdo de 2 uL, Split 1:20.

Os solventes e reagentes de grau P.A. e HPLC (High performance liquid
chromatography) utilizados foram hexano, diclorometano, metanol e éter etilico
(Biotec®); propanona, piridina e acido maldnico (Vetec); acido sulfdrico e anidrido
aceético (Nuclear); acido cloridrico, carbonato de potassio, hidroxido de sédio, cloreto
de tionila e borohidreto de potassio (Synth). Os padrbes certificados dos 3-
hidroxiacidos graxos utilizados para quantificacdo de endotoxina foram adquiridos da
Larodon Fine Chemical, Suécia (ANEXO A).

4.1.2 Tratamento dos Filtros

Os filtros com diametros de 47 mm (Sartoriuns), 37 mm (Merck Millipore) e 25
mm (Macherey-Nagel) utilizados nas amostragens de MP foram de microfibra de vidro.
Antes das coletas, todos os filtros passaram por tratamento térmico em estufa (Biopar-
S150ST) a 300 °C por 24 h, posteriormente colocados em placas de Petri e levados
ao dessecador contendo silica em local com temperatura e umidade controladas (22
+ 3 °C e 55 £ 2 %, respectivamente) por 24 h, sendo pesados antes de cada coleta.
Ao final de cada coleta eram novamente acondicionados em dessecador sob as
mesmas condi¢cdes de temperatura, umidade e tempo mencionadas anteriormente.

Apés esse periodo os filtros foram novamente pesados.
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4.1.3 Analises Gravimétricas

Para quantificacdo de massa do MP foi utilizada a micro balanga analitica
(Mettler Toledo, AX26) com precisao de 1,0 ug, mantida em local com temperatura e
umidade controladas (22 + 3 °C e 55 £ 2 %, respectivamente). Todas as medidas de
massas do MP foram pela diferenga entre massa inicial (antes da coleta do MP) e

massa final (apds a coleta do MP).

414 Amostradores

Material particulado atmosféricos legislado pelas principais agéncias
regulatorias sdo MP1o (Fragdo grossa) e MP25 (Fracao fina). No entanto, Unido
Europeia, EPA e OMS recomendam monitoramento de MP1,0 pelo seu potencial de
penetracdo no trato respiratorio inferior. Além disso, também & importante
compreender o perfil da distribuicdo por faixa de tamanho do material particulado
atmosférico. Neste caso Ultimo caso, amostrador Sioutas € opcdo bastante

interessante por sua versatilidade de utilizacdo (MISRA et al., 2002).

Para coleta de MP1o foram utilizados os impactadores MP10 Low-vol ZUF —
Universidade de Frankfurt — Alemanha, com ponto de corte menor que 10 um de
tamanho aerodindmico do MP, com vazao de trabalho de 9,0 L min!, utilizando filtro

de microfibra de vidro com didmetro 47 mm (Figura 8).
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Figura 8 — Imagem dos coletores MP10 Low-vol ZUF — Universidade de Frankfurt —
Alemanha

Fonte: Préprio autor

Nas coletas de MP25 e MP1,0 foram empregues os ciclones Teflon® Coated
Aluminum Cyclones MP25 URG-2000-30EH e MP10 URG-2000-30EHB (URG
Corporation) com ponto de corte para MP de 2,5 e 1,0 um respectivamente. Ambos
trabalhando com vazdo de 16,7 L min-! e utilizando filtros microfibra de vidro com

didmetro 47 mm (Figura 9).
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Figura 9 — Imagem dos coletores ciclones Teflon® Coated Aluminum Cyclones MP1,0
URG-2000-30EHB

Fonte: Proprio autor

O amostrador Sioutas Personal Cascate impactor (SKC Inc.) empregado nas
coletas possui 5 faixas de tamanho aerodinamico. Sendo > 2,5; 1,0 — 2,5; 0,50 — 1,0;
0,25 - 0,50 um (Estagios A, B, C e D, respectivamente) coletados em filtros microfibra
de vidro com diametro 25 mm (Figura 10), e um pés filtro de microfibra de vidro com

diametro 37 mm e ponto de corte < 0,25 um, com vazéo de trabalho de 9,0 L min-'.
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Figura 10 — Imagem do coletor impactador Sioutas. Desmontado evidenciando as
cinco segdes responsaveis pelo fracionamento por tamanho (a), a
sequéncia de montagem do coletor (b) e uma das seg¢des responsavel
pelo fracionamento (d). Montado pronto para coleta (c)

Fonte: Freitas (2009)

4.2 METODOS

4.2.1 Sintese do 3-Hidroxi Octadecanoato de Metila (3-OHODM)

Uma alternativa ao dispendioso ensaio LAL na determinagédo de endotoxinas
€ a cromatografia em fase gasosa, no entanto, os acidos graxos utilizados para
padronizagao externa nem sempre estdo comercialmente disponiveis além de
possuirem um custo elevados. Com isso, em parceria com membros do LPMBA foi
proposta e executado uma sintese visando a produgéo do 3-OHODM.

A figura 11 ilustra resumidamente as cinco etapas envolvidas na sintese do
biomarcador 3-OHODM. Estas etapas foram compostas por uma ciclizacdo do acido

malbénico com a propanona (Al — A2), cloragdo do acido palmitico (A3 — A4),
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substituigdo em C-5 do acido de Meldrum (A2 + A4 — A5), passando por uma
descarboxilagdo (A5 — A6) e finalizando com a redugéo da carbonila cetonica (A6 —
A7) formando o 3-OHODM.

Figura 11 — Representagdo da rota sintética para a produgdo do biomarcador 3-
hidroxi-octadecanoico de metila: A1) acido maldnico, A2) acido de
Meldrum, A3) acido hexadecandico, A4) Cloreto de hexadecanoila, A5)
2,2- dlmetll 5- (hexadecan 1 -ona)-1,3-dioxona-4,6-dion
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W 0 NaBH4 13 0O
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Fonte: Préprio autor

O produto (A2) formado na 22 etapa (Figura 12) foi obtido através da adicéo
de acido maldnico (44,2 mmol; 4,6 g) em anidrido acético (50,4 mmol; 4,8 mL) sob
agitacdo magnética em banho de gelo, seguida da adigédo lenta de acido sulfurico
concentrado (3,0 mmol, 0,16 mL). Decorridos 20 min de reacao, foi adicionado
propanona (54,48 mmol; 4,0 mL) ao sistema reacional. Apds alguns instantes da
adicdo da propanona o sistema foi deixado em repouso sob refrigeragao (= 8 °C) por
12 horas. O precipitado formado foi filtrado e lavado com agua ultrapura gelada e posto

para secagem em temperatura ambiente (JIN et al., 2006).
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Figura 12 — Esquema reacional do acido de Meldrun (A2)
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Fonte: Préprio autor

A etapa de formagdo de A4 (Figura 13) ocorreu com adicdo de acido
hexadecandico (19,5 mmol; 5,0 g) em cloreto de tionila (165,4 mmol; 12 mL). A reagao
ocorreu em temperatura ambiente (25 °C) e atmosfera inerte (N2) sob agitacao
magnética por 30 min. O excesso de cloreto de tionila foi removido por destilagao

simples ao final da reagao.

Figura 13 — Esquema reacional do cloreto de hexadecanoila (A4)
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— = + HCl + SO,
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A3 A4

Fonte: Préprio autor

A obtencgao de A5 foi pela reacao (Figura 14) entre A2 (10,20 mmol; 1,47 g),
previamente solubilizado em diclorometano (12,0 mL) e A4 na presenga de piridina
sob agitagdo magnética por 90 min em banho de gelo. Na sequéncia, as impurezas
foram extraidas com HCI 2,0 M (3 x 50 mL) e agua ultrapura (3 x 50 mL). O solvente
organico foi removido por rotaevaporacgdo ao final da reagdo (KOCIENSKI et al.,
1998).

Figura 14 — Esquema reacional do 2,2-dimetil-5-(hexadecan-1-ona)-1,3-dioxano-1,4-

diona (A5)
O (0]
>< Plrldlna . o
CH20|2 o O/‘/
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Fonte: Proprio autor
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Na quarta etapa A5 foi suspenso em metanol e submetido a refluxo por 16 h.
Ao final desse periodo o solvente foi removido por evaporador rotativo. O sdélido
resultante foi dissolvido em éter etilico (50 mL). As impurezas foram removidas com
solugdo de K2CO3 0,72 M (3 x 15 mL) e agua ultrapura (3 x 15 mL). Na sequéncia, o
solvente organico foi extraido por rotaevaporagéo fornecendo o produto A6, ilustrado
na figura 15 (KOCIENSKI et al., 1998).

Figura 15 — Esquema reacional do 3-oxi-octadecanoato de metila (A6)
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Fonte: Préprio autor

A quinta e ultima etapa, A6 (5,67 mmol; 1,78 g) foi dissolvido em éter etilico e
adicionado a metanol (560 mL). Sob agitacdo magnética foi adicionado lentamente
borohidreto de sodio (5,80 mmol; 0,312 g) em banho de gelo por 15 minutos. O produto
final formado A7 foi extraido com diclorometano (3 x 15 mL), na sequencia o solvente
foi removido por rotaevaporagao (YANG et al., 2004). A figura 16 representa o

esquema dessa etapa.

Figura 16 — Esquema reacional para formacgao do 3-hidroxi octadecanoato de metila
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Fonte: préprio autor

4.2.2 Amostragem

As amostragens de MP foram realizadas em dois locais distintos. Uma das
amostragens foi realizada na lavanderia do Hospital Universitario (HU) da

Universidade Estadual de Londrina e outra em uma granja de frangos de corte.
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A lavanderia do HU esta localizada em Londrina, regido norte do Estado do
Parana (23°19'35,9"S 51°07'46,3"W), é um local fechado com pouca circulagédo de
pessoas, area de aproximadamente 116,8 m? (Figura 17). No anexo B esta ilustrado

a planta da lavanderia do HU com todos os setores que a compde.

Figura 17 — Planta sala de lavagem da lavanderia do HU (area suja) onde foi realizada
a amostragem. O destaque em vermelho representa a disposicédo dos
coletores durante a amostragem

O vestiario de todo hospital chega até a lavanderia pela area suja. Nessa area
os vestuarios sdo previamente classificados e separados em dois grandes grupos,
pouco sujo e muito sujos. Depois séo levados separadamente para as maquinas, onde
sao feitos os procedimentos de lavagens para cada tipo classificado. Em média sao
lavados 3.000 Kg de roupas diariamente.

O periodo de amostragem neste local foi de 25/02 a 05/03/2015. Os coletores
utilizados foram MP10, MP25, MP1,0 € impactador Sioutas, tendo sido todos utilizados
em duplicatas. Os coletores foram montados a uma altura de aproximadamente 1,5 m
do solo (Figura 18). Na lavanderia o regime de trabalho é 12 horas diaria durante a
semana e 8 horas aos sabados, nao funcionando aos domingos. No final de todo
expediente o local onde foi realizada a coleta era lavado, com isso, a duragédo das
coletas foram de no maximo 11 horas. As coletas de MP 10, 2,5 e 1,0 foram realizadas
diariamente (das 9 horas até o final de cada expediente), ao final de cada coleta os
filtros eram colocados em placas de Petri, acondicionados em recipiente hermético,

levados para acondicionamento no laboratdério e posteriormente analisados.
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As amostragens dos impactadores Sioutas foram cumulativas, ou seja, as
bombas eram ligadas e desligadas no inicio e no final de cada expediente, mas sem
que houvesse a troca dos filtros. Somente final do periodo de coleta os filtros foram
retirados e colocados em placas de Petri, acondicionados em recipiente hermético,

levados para acondicionamento no laboratério e posteriormente analisados.

Figura 18 — Imagem da montagem dos dois conjuntos usados para amostragem na
“area suja” da lavanderia do HU. Lado esquerdo: da esquerda para a
direita coletores; MP10A, MP25A, MP10B e MP25B. Lado direito: da
esquerda para direita; MP10A, impactador SioutasA, MP10B e impactador
SioutasB.

Fonte: Préprio autor

O outro local de amostragem foi a granja de frangos de corte. Um local
semiaberto com 1.000 m? de area, com capacidade para aproximadamente 10.000
aves. Esta localizada em uma area rural no municipio de Londrina, regido norte do
Estado do Parana (23°23'05.1”S 51°13’25.8"W).

Os pintainhos chegam a granja com aproximadamente 80,0 g, quando
atingem em meédia 2,5 kg séo retirados para o abate, esse periodo dura cerca de 45
dias, dependendo do desenvolvimento das aves. Durante todo esse tempo os
trabalhadores ficam no interior da granja realizando tarefas como manutencao e
alimentagao dos animais.

A amostragem nesse local foi de 09 a 21/07/2015, sendo utilizados os
coletores MP10, MP2,5, MP1,0 € Sioutas. Os coletores foram montados a uma altura de

aproximadamente 1,5 m do solo (Figura 19).
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Figura 19 — Imagem do conjunto montado para amostragem na granja de frangos de
corte. Da esquerda para direita, coletores MP10, MP25 MP1o €
impactador Sioutas

Fonte: Préprio autor

A duracgao de cada coleta para MP10, MP2,5 € MP1,0 foi de 48 horas. Durante o
periodo de amostragem foi constatado um aumento na concentragdo do MP, dessa
forma, a coleta do impactador Sioutas nao foi realizada de forma continua. Com isso,
os intervalos de amostragem do impactador Sioutas foram de 144 e 96 horas, periodo

de menor e maior concentragdo de MP, respectivamente.

4.2.3 Determinagao de Endotoxinas

A determinacdo das endotoxinas foram feitas por padronizagdo externa
utilizando CG-DIC, a metodologia de quantificagdo foi adaptada do procedimento
descrito por Lee et al. (2004). Essa metodologia leva em consideragao o fato de haver,
para cada endotoxina, dois pares de 3-hidroxi acidos graxos (3-OHAG) ligados ao

lipideo A na forma de ésteres e amidas. Desse modo, a hidrolise acida em metanol de
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um mol de endotoxina produz quatro mol de 3-hidroxi ésteres metilicos de acidos
graxos (3-OHEMAG).

Com isso, para determinagdo das endotoxinas, apos a coleta cada filtro foi
posto em refluxo a 100 °C por 18 horas em 5,0 mL de HCI 4M (metandlico),
posteriormente o sistema reacional foi deixado em repouso até atingir a temperatura
ambiente. Em seguida, os 3-OHEMAG formados foram extraidos com 3,0 mL de
hexano (2x), o solvente orgéanico foi seco em corrente de N2, o residuo formado
suspenso em 1,0 mL de hexano/diclorometano (1:1), injetado lentamente em coluna
de silica gel (300 mg) e as impurezas retiradas com 2,0 mL de hexano/diclorometano
(1:1). A extracdo dos 3-OHEMAG da coluna foi com 2,5 mL de éter etilico, o solvente
organico seco em corrente de N2 seguido de derivatizagdo com 70 uL de N,O-
bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA) e 10 uL de piridina a 80 °C por 15 min. O
derivatizado foi suspenso em 920 uL de diclorometano e injetado no cromatografo a
gas Shimadzu GC-17A com detector de ionizagdo por chama. O CG estava equipado
com uma coluna de silica fundida da Phenomenex® Zebron™ ZB-1 (30 m de
comprimento, 0,25 mm de d.i., espessura do filme 0,25 um).

Como as cabeias carbbnicas dos ésteres formados variam de 10 a 18
carbonos, foram adquiridos padrbes certificados 3-hydroxidecanoic acid (3-OHED);
hydroxidodecanoic acid (3-OHDD); hydroxitretradecanoic acid (3-OHTD);
hydroxihexadecanoic acid (3-OHHD) e hydroxioctadecanoic acid (3-OHOD) da
Larodon Fine Chemical (ANEXO A). Estes padrbes foram esterificados e derivatizados
conforme discricao anterior utilizada para as amostras (filtros).

Considerando que 4,0 mol de 3-OHEMAG equivalem 1,0 mol de endotoxina,
e uma endotoxina possui em média 8.000 Da (BROOKS et al.,, 2012), as
concentracdes das endotoxinas foram calculadas de acordo com a equacéo 1. Como
isso, os resultados foram expressos em ng m= de endotoxinas, para efeito de
comparagao, 1,0 ng equivale aproximadamente 10 EU (Endotoxin Units), unidade
usualmente empregada para expressar as concentragdes de endotoxinas quando o
ensaio enzimatico LAL é utilizado (LAITINEN et al., 2001; RYLANDER, 2002).

(£ mol 3-OHEMG)x(Mgnd.)
4xVT

Equacéo 1:

Onde:



47

MEn 4. = massa molar de endotoxinas

Vit = volume total de ar coletado

4.2.4 Estimativas de Figuras de Mérito

Observancia na qualidade das medidas instrumentais e confiabilidade dos
calculos estatisticos, é essencial em qualquer técnica analitica. Portanto, conhecer o
alcance destes dois elementos por meio da estimativa das figuras de mérito, é
imprescindivel para sua aplicabilidade.

Os requisitos que compdem figuras de mérito sdo, por exemplo, exatidao,
precisao, robustez, linearidade, sensibilidade, seletividade, entre outros. A definicao
de quais parametros devem ser utilizados numa validagéo esta ligado a natureza das
alteracdes realizadas no método analitico (ANVISA, 2015).

O intervalo analitico entre maior e menor concentragao do analito, observando
de precisao, exatidao e linearidade, é faixa de trabalho. Ja faixa linear de trabalho é a
faixa de concentracédo do analito em que os resultados do método sdo proporcionais
a concentragéo do analito (INMETRO, 2016).

Para constituicdo das curvas analiticas foram utilizados cinco 3-HOAG
silanizados. As curvas analiticas dos padrées 3-OHDES, 3-OHDDS, 3-OHTDS, 3-
OHHDS e 3-OHODS estao apresentadas na tabela 1.

Tabela 1 — Dados da faixa de trabalho utilizando padrées 3-HOAG silanizados
Faixa linear de trabalho

Padrbes

pmol L1
3-OHDES 8,30 — 173,02
3-OHDDS 7,40 — 154,11
3-OHTDS 8,73 — 181,89
3-OHHDS 9,01 — 187,64
3-OHODS 7,39 — 154,21

Fonte: Préprio autor
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4.2.4.1 Exatidao

A exatidao é concordéancia entre valor medido e valor verdadeiro mensurando.
Também pode ser considerada como grau de concordéancia entre valores medidos
que sao atribuidos ao mensurando (INMETRO, 2012; Anvisa, 2015; THOMPSON;
ELLISON; WOOD, 2002).

Anvisa (2015) preconiza que exatiddo seja avaliada por, no minimo, nove
determinacdes contemplando o intervalo linear do método analitico. Sendo em
triplicata para cada nivel de concentragao (baixa, média e alta). As amostras avaliadas
na exatiddo podem ser oriundas da mesma solugdo mae, no entanto, devem ser
preparadas de maneira independente. Pode ser expressa pela relagdo percentual de
recuperacao do analito de concentracdo conhecida adicionado a amostra e a
concentracao teorica correspondente.

Para realizagao do ensaio de recuperacao foi utilizada solugdo contendo cinco
diferentes 3-OHAG. A recuperacao foi efetivada em trés niveis diferentes de
concentracéo, e cada nivel feito em triplicata. Para tanto, em cada nivel trés filtros
foram “fortificados” com solugao de cinco diferentes 3-OHAG, sendo submetidos aos
mesmos procedimentos descritos no item 4.2.3. Nas trés faixas de concentracdes dos
3-OHAG na recuperacgao situaram préximos aos pontos minimo, médio e maximo da

curva linear de trabalho (Tabela 2).

Tabela 2 — Dados das concentragcdes dos 3-OHAG utilizadas no teste recuperacao

Nivel 01 Nivel 02 Nivel 03
3-OHAG
pumol L1

3-OHDE 8,33 85,00 170,00
3-OHDD 7,29 77,00 154,00
3-OHTD 9,35 91,00 182,00
3-OHHD 9,36 94,00 188,00
3-OHOD 7,30 77,00 154,00

Fonte: Préprio autor

4.2.4.2 Linearidade

Linearidade do procedimento analitico € a relagao direta da proporcionalidade
entre concentrag&o e sinal do analito na amostra (ANVISA, 2015; INMETRO, 2016).
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Deve ser avaliada na totalidade da faixa instituida para o método, com no minimo
cinco concentragbes diferentes, e no minimo em triplicata (ANVISA, 2015). Os
padrdes de calibragao devem ser uniformemente espagados na faixa de concentragao
de interesse. Abragendo de 0 — 150 % ou 50 — 150% da concentragao provavel de ser
encontrada, dependendo da coveniéncia. Dados das concentracdes reais e respostas
analiticas individuais devem ser os paraametros utilizados na avaliagao da linearidade
(ANVISA 2015; THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002).

Alguns dados sao importantes constar na avaliagdo da linearidade, como
representacdo grafica das respostas em fungdo da concentragdo do analito, e da
dispersédo dos residuos, seguido de sua estimativa estatistica. Equacéo da reta de
regressao de y em X, obtida pelo método dos minimos quadrados. Coeficientes de
determinacao (r?) e de correlagdo (r) e significancia do coeficiente angular. O
coeficiente de correlagdo deve estar acima de 0,990, e coeficiente angular
significativamente diferente de zero (ANVISA, 2015).

4.2.4.3 Limite de detecgao

Limite de deteccado (LD) pode ser compreendido como valor medido, obtido
por dado procedimento de medicdo, para o qual a probabilidade de declarar
falsamente a auséncia do constituinte no material seja f, e para probabilidade de
declarar falsamente sua presenca seja a (INMETRO, 2012).

A demonstracao (sob as condigcdes experimentais estabelecidas) do LD deve
ser realizada pela obtencao da menor quantidade do analito presente na amostra, sem
necessariamente ser quantificada. Essa demonstragao pode ser efetuada por meio de
meétodo visual, da raz&o sinal-ruido, baseado na determinacdo do branco ou em
parametros da curva de calibracdo. Deve ser levado em consideracdo as
particularidades do método analitico utilizado (ANVISA, 2015; INMETRO, 2016).

No caso de métodos visuais, o LD é verificado quando na menor concentragao
para a qual é possivel constatar efeito visual esperado. Em métodos instrumentais,
LD pode ser determinado pela razao sinal-ruido, neste caso a utilizagcdo da razéo
sinal/ruido deve ser descrito e justificado. Pede-se que a razdo sinal-ruido possa ser

maior ou igual a 2:1. Ja o limite de detecgédo baseado em parametros da curva analitica
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€ a razao entre o multiplo de 3,3 e desvio padrao (s) pela inclinagao (S) da curva
analitica (minimo 3).

Equacéo 2:
S
LD = 3,3§

Onde, s é a estimativa do desvio padrao do coeficiente linear, e S a inclinagéao

da reta de trés curvas.

Neste ultimo caso, s pode ser calculado de trés formas. Considerando o
desvio padrao residual da linha de regressao, a estimativa de ruido proveniente da
analise de um apropriado numero de amostras do branco, ou ainda pelo desvio padrao
do intercepto com o eixo Y de, no minimo, 3 curvas analiticas construidas contendo
concentragbes do analito proximas ao suposto limite de detecgdo (ANVISA, 2015;
INMETRO, 2016).

4.2.4.4 Limite de quantificagao

Limite de quantificagcao (LQ) € a menor quantidade do analito na amostra que
pode ser determinada com precisdo e exatidao aceitaveis dentro das condigbes
experimentais estabelecidas (ANVISA 2015; INMETRO, 2016).

No estabelecimento do LQ desse ser seguido os mesmos paramentos
utilizados em LD (ANVISA, 2015). Neste caso, sendo que a razao sinal/ruido deve ser
no minimo de 10:1. O baseado em parametros da curva analitica, o LQ é a razao entre
o multiplo de 10 e desvio padrao (s) pela inclinagéo (S) da curva analitica (minimo 3).

Equacéo 3:
S
LQ = 10§

Onde, s é a estimativa do desvio padrao do coeficiente linear, e S a inclinacao

da reta de trés curvas.
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4.2.4.5 Sensibilidade

Sensibilidade pode ser definida como quociente entre variagado da indicagéao
do sistema de medigcdo e variagao correspondente ao valor da grandeza medida
(INMETRO, 2012; ANVISA, 2015; THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002), ou
mudanca da resposta no instrumento correspondente a mudanca na quantidade
medida, inclinagado da curva analitica (INMETRO, 2016). Embora seja considerada util
em procedimentos de garantia de qualidade para funcionalidade satisfatéria de
instrumentos, ndo é intendida com util na validagdo para (THOMPSON; ELLISON;
WOOD, 2002).

425 Razao LPS/MP

O material particulado apresenta um perfil de distribuicdo por tamanho
associado a fonte emissora (BAIRD, 2012). Com isso, as concentra¢des de MP podem
variar significativamente entre os diferentes tamanhos de material particulado.

Considerando que uma diferenga acentuada entre as massas dos diferentes
tamanhos de MP possa, eventualmente, subestimar a real relagdo entre a
concentracado de endotoxina com determinado tamanho de MP, foi proposto a razao
massa de endotoxina por massa de MP (Equacdo 4). Essa proposta objetivou
normatizar, através de uma “taxa”, as comparagdes entre as concentracdes de

endotoxinas de diferentes tamanhos de material particulado.

. Massa de endotoxina / ng m~3
Equacao 4:( /ng )

massa de MP/ mg m—3

As massas das endotoxinas foram divididas pelas massas dos respectivos
tamanhos de MP a que estavam associadas. Os valores resultantes dessas “taxas”
foram comparados entre si para cada local de coleta.
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5 RESULTADO E DISCUSSAO

51 SINTESE DO 3-OH OCTADECANOATO DE METILA

5.1.1 Purificagdo e Monitoramento do Produto Formado

O produto final 3-OHODM e os intermediarios da reagao foram submetidos as
analises por espectroscopia no infravermelho (A2), ressonancia magnética nuclear
(A6 e A7), CG-DIC e espectrometria de massas (A7). Uma solugdo do padrao
certificado hydroxioctadecanoic acid foi preparada, nas mesmas condigdes do item
4.2.3, e analisada em CG-DIC somente para confirmacéo do tempo de retencio.

O intermediario resultante da primeira etapa, acido de Meldrum (A2), foi obtido
facilmente pela ciclizagdo do acido malénico com propanona (JIN et al., 2006),
resultando em 4,32 g de um sdlido branco cristalino com 68 % de rendimento. A facil
disponibilidade dos reagentes de partida e condi¢des brandas da reagdo compensam
o moderado rendimento dessa etapa. Sua caracterizacao foi feita por comparacao dos
espectros de infravermelho de A2 com dados da literatura (JIANG et al., 2007;
RUDOLF et al., 2010). No espectro de IV foi possivel observar principalmente duas
bandas intensas de deformacgéo axial das carbonilas (1793 e 1754 cm™'), uma banda
intensa de deformacgédo axial C-O (1323 cm-2) e duas bandas de média intensidade
caracteristicas de deformagéo axial C-H metilénico (3004, 2931 cm™') (ANEXOS C).

O liquido formado na segunda etapa, cloreto de hexadecanoila (A4),
apresentou coloracdo ambar com rendimento proximo de 79 % (4,23 g).

Existem alguns relatos na literatura descrevendo as etapas 3 e 4 empregando
acidos graxos de menores cadeias (OIKAWA; SUGANO; YONEMITSU, 1978; WU;
MILLER; MILLER, 2011), no entanto, ndo foram encontrados trabalhos utilizando o
acido hexadecandico. Na terceira etapa, reagédo de eliminagao, formou 3,18 g de 2,2-
dimetil-5-(hexadecan-1-ona)-1,3-dioxona-4,6-diona (A5), um sodlido branco amorfo
com 82 % de rendimento. Ja a quarta etapa, abertura da dilactona, houve a formagao
do 3-oxo-octadecanoato de metila (A6), um sdlido branco amorfo. O monitoramento
da formacdo de A6 foi realizado CG-DIC, a caracterizagao foi realizada por

ressonancia magnética nuclear de 'H e '3C comparada com dados de literatura.
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No cromatograma (CG-DIC) apareceram dois picos com tempo de retengdo
proximos e areas similares, indicando que houve consideravel formacado de
subproduto (ANEXO D). A proximidade dos tempos de retengao sugeriu similaridade
entre a estrutura quimica de A6 e o subproduto, que neste caso poderia ser o éster
do acido palmitico proveniente de A5. Para verificar essa hipotese foi injetada uma
solugéo de palmitato de metila no CG-DIC, apds a injegéo foi observado mesmo tempo
de retengao obtido pelo subproduto da reacédo (ANEXO E).

Os dados de RMN corroboraram com os cromatograficos quanto a formacéao
do intermediario A6 concomitante com palmitato de metila. No espectro de RMN 'H
ha dois sinais de singletos em & 3,76 e 3,68, condizentes com os hidrogénios das
metoxilas de A6 e palmitato de metila, respectivamente. O singleto em 6 3,46 pode
ser atribuido aos dois hidrogénios a-carbonilas do intermediario A6 (ANEXO F). Ja no
espectro de RMN '3C, apareceram trés sinais que podem ser atribuidos a trés
carbonos carbonilicos. Os sinais em & 202,90 e 167,72 sdo condizentes com
deslocamentos dos carbonos de cetona e éster de A6, o sinal em & 174,38 foi atribuido
ao carbono da carbonila de éster do palmitato de metila. Os deslocamentos em 6 51,44
e 52,33 sao atribuidos os carbonos das metoxilas dessa mistura, sendo o primeiro de
A6 e o segundo do palmitato (ANEXO F). Os dados de RMN de 'H e 3C de A6
também foram comparados com dados da literatura (MORDANT et al., 2004): 3-oxo-
octadecanoato de metila (A6): RMN "H (CDCls, 400 MHz): 5 3,68 (s, 3H); 3,46 (s,
2H); 2,54 (t, J = 7,4 Hz); 1,61 (m, 2H); 1,29 (m, 24H); 0,89 (t, J = 6,9 Hz). (RMN "3C
(CDClIs, 100 MHz): 6 202,9; 167,7; 52,4; 49,0; 43,1; 31,9; 29,5; 29,3; 29,0; 23,4; 22,7,
14.1.

Na quinta e ultima etapa, que compreende a redugao do carbonila de A6,
existem alguns trabalhos descritos na literatura que objetivam a enantiosseletividade
e sao realizadas utilizando normalmente compostos de cadeias carbdnicas menores.
Nestes casos o0 processo de redugao da carbonila cetdnica ocorre usualmente em
presenca de catalisadores quirais, altas pressodes, baixa temperatura ou combinagao
destes (FUKUZAWA; MATSUZAWA; YOSHIMITSU, 2000; RATOVELOMANANA-
VIDAL et al., 2003; CONCELLIN; CONCELLON, 2006; SMITH; UTEULIYEV;
TAKACS, 2011). No entanto, os 3-OHEAG como biomarcador ndo necessita de
enantiosseletividade, dessa forma, redugdo da carbonila péde ser realizada em
condi¢bes brandas de reacéo.
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Na primeira tentativa houve pouca formacao de A7, como pode ser verificado
no cromatograma na figura 20 (pico cromatografico em 12,9 min), possivelmente pela
baixa solubilidade de A6 em metanol. Para contornar essa dificuldade, essa etapa foi
repetida com A6 solubilizado previamente em pequena quantidade de éter etilico (5,0
mL) antes de ser adicionado ao meio reacional. Como pode ser observado na figura
21 (pico cromatografico em 12,9 min), houve completa formagao do produto A7 sem
qgue houvesse qualquer modificagdo no subproduto palmitato de metila.

A purificagdo do composto 3-hidroxi-octadecanoato de metila (A7) foi através
de cromatografia de coluna com silica gel 60 com fase estacionaria e hexano/éter (1:5)
como fase movel. Foram obtidos 1,58 g de (3-hidroxi-octadecanoato de metila), sélido

branco amorfo com 86 % de rendimento.
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Figura 20 — Cromatogramas (CG-DIC) do monitoramento da formagao de A7 (3-hidroxi octadecanoato de metila) da primeira
y tentativa: a) cromatograma completo; b) ampliagao na regido dos picos cromatograficos
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Figura 21 — Cromatogramas (CG-DIC) do monitoramento da formagdo de A7 (3-hidroxi octadecanoato de metila) da segunda
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Para caracterizagdo de A7 foram utilizadas as técnicas de cromatografica em
fase gasosa acoplada a espectrometria de massas, ressonancia magnética nuclear
de 'H e de '3C. Na caracterizar A7 por CG-ME foram utilizadas duas estratégias. Na
primeira, A7 foi solubilizado em diclorometano e injetado no CG-ME, como pode ser
observado no espectro de massas na figura 22, ha formagéo do pico do ion base em
m/z 103 (100%, [M-CisHs1]*) que é caracteristico da fragmentacdo de um éster
metilico contendo uma hidroxila no carbono B-carbonila. Essa hipétese também pode
ser observada na segunda estratégia, quando A7 foi derivatizado (ltem 4.2.3) e
injetado no CG-ME. Como pode ser notado no espectro de massas na figura 23, a
presenga do pico do ion z/m 175 (~55%, [M-C1sH31]*) também é caracteristico da
fragmentacdo de um éster metilico contendo uma hidroxila no carbono B-carbonila,
mas neste caso a hidrogénio da hidroxila é substituido pelo grupo trimetil silano (TMS).
Além disso, em ambos os casos (Sem e com derivatizacéo) a biblioteca (Nist 147)

apresentou similaridade acima de 95 %.

Figura 22 — Cromatograma e espectro de massas de A7 (3-hidroxi-octadecanoato de
metila) ndo derivatizado
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Figura 23 — Cromatograma e espectro de massas de A7 (3-hidroxi-octadecanoato de
metila) derivatizado com BSTFA
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Pela técnica de RMN de 'H foi observado principalmente um singleto em &
3,72 que pode ser atribuido aos hidrogénios da metoxila e um duplo dupleto em 6 2,42
e 2,53 atribuidos aos hidrogénios a-carbonila (ANEXO G).

Na RMN de '3C pode ser observado com maior evidencia os deslocamentos
do carbono carbonilico de éster em 6 173,63, o carbono de metoxila em & 51,87, além
do sinal em 6 41,17 de -CH2- a-carbonila e um sinal de -CH- em 6 68,19 de um carbono
ligado a hidroxila (ANEXO G).

Sendo assim, foi possivel obter o padrao sintetizado 3-OHOD com reagentes
de partida de baixo custo e facil aquisicao além de condi¢cdes brandas de reacdo. O
padrao sintetizado em laboratério torna possivel o seu emprego nas determinagdes

analiticas de endotoxinas em diferentes matrizes.

52 ESTIMATIVA DE FIGURAS DE MERITO

521 Curva Analitica e Calculos dos Limites

Utilizando padrdes de referéncia foram obtidas as curvas analiticas de cinco
3-HOAG silanizados. As faixas de trabalho dos padrdes 3-OHDES, 3-OHDDS, 3-
OHTDS, 3-OHHDS e 3-OHODS estao apresentadas na tabela 3.
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Tabela 3 — Faixa de trabalho e coeficientes de correlagao dos padrbes 3-HOAG

silanizados
Padrées Faixa linear de trabalho Cd:gtegir?ri]?:;zg:
pmol Lt R?

3-OHDES 8,30 — 173,02 0,988
3-OHDDS 7,40 — 154,11 0,988
3-OHTDS 8,73 — 181,89 0,987
3-OHHDS 9,01 -187,64 0,988
3-OHODS 7,39 — 154,21 0,989

Fonte: Préprio autor

Os coeficientes de determinagcdo podem indicar a qualidade das curvas
obtidas. Segundo Anvisa (2015), coeficientes de determinagcdo devem ser superiores
a 0,99, para obter evidéncia do ajuste ideal dos dados para a linha de regresséo. As
figuras de 20 a 24 apresentam as curvas analiticas para os padrdes de referéncia de
cada 3-OHAGS.

Considerando que linearidade de uma curva pode ser observada admitindo
que os dados se ajustam a uma equacgao de reta, a qual possui coeficiente angular
constante. Na hipétese idealizada, havera uma razéo constante entre sinal (Area do
cromatograma) e sua respectiva concentracao (A/C). Dessa forma, a linearidade da
faixa de aplicagdo foi definida como a razdo area/concentragdo (A/C) pela
concentragcédo, com 5,0 % do desvio. Nas figuras 24 a 27, sdo apresentadas as curvas
de linearidade (razdo entre area/concentragcao vs. concentracdo). As curvas de
linearidade mostram que os dados se ajustam a equacdo de reta, a qual tem um
coeficiente angular, b, constante. Em todos os graficos, observa-se a boa linearidade

na faixa de trabalho estudada.
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Figura 24 — Curva analitica e grafico de linearidade (razdo area/concentracéo vs.
concentragédo) do 3-OHDES
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Figura 25 — Curva analitica e grafico de linearidade (razdo area/concentracéo vs.
concentracao) do 3-OHDES
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Figura 26 — Curva analitica e grafico de linearidade (razdo area/concentracéo vs.
concentragédo) do 3-OHTDS
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Figura 27 — Curva analitica e grafico de linearidade (razdo area/concentracéo vs.
concentracao) do 3-OHHDS
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Figura 28 — Curva referéncia e grafico de linearidade (razdo area/concentragao vs.
concentragédo) do 3-OHODS
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Foram calculados os limites de deteccédo (LD) e quantificacdo (LQ) para os

padrées segundo Anvisa (2015). Cujos valores encontram-se na tabela 4.

Tabela 4 — Limites de deteccéo e quantificagdo para os 3-OHAGS silanizados

Limite de Deteccéao Limite de Quantificagao
Padrdes
pumol L1

3-OHDES 11,66 38,85
3-OHDDS 10,02 33,40
3-OHTDS 12,68 42,28
3-OHHDS 12,56 41,88
3-OHODS 9,92 33,06

Fonte: Préprio autor

5.2.2 Ensaios de Recuperacao dos Analitos 3-OHAG

Os ensaios de recuperacao possibilitaram a estimativa do fator de
recuperacgao (R), apresentado na tabela 5. Como a eficiéncia do método varia em
funcdo da concentragdo do analito de interesse, foram selecionadas trés diferentes
concentracdes considerando o limite inferior de quantificagao, préximo a concentracéo

maxima e a média da faixa de aplicacdo do método (ANVISA, 2015).
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Tabela 5 — Porcentagem de recuperagdao (R) dos 3-OHAG em trés niveis de
concentracao, préximo ao valor inferior, intermediario e maximo da faixa
de aplicacdo do método

Porcentagem de recuperacédo dos 3-OHAG Desvio

3-OHAG ) ) ) Media padréo
Nivel 01 Nivel 02 Nivel 03 relativo (%)

3-OHDE 79,3 84,7 90,8 84,9 5,8
3-OHDD 80,0 82,5 93,6 85,4 7,2
3-OHTD 79,5 87,7 94,0 87,1 7,3
3-OHHD 86,6 95,3 93,1 91,7 4,5
3-OHOD 88,3 95,1 98,8 94,1 5,3

Fonte: Préprio autor

Os dados apresentados de R entre 84,9 a 94,1 %, com precisao entre 4,5 a
7,3 %, encontraram-se em intervalo aceitavel de recuperagao entre 70 e 120 %
(ANVISA, 2015).

5.3 DISTRIBUICAO POR TAMANHO DE PARTICULA DO MATERIAL PARTICULADO EM
AMBIENTE INTERNO

Fragbes grossa, fina e quase ultrafina de material particulado foram coletadas
no ar interior de dois ambientes laborais: lavanderia do HU da UEL e em galpao de
granja de frangos de corte. Foram medidas temperatura e umidade relativa ao longo
dos periodos de amostragem. Temperatura e umidade relativa permaneceram
constantes durante amostragem realizada na lavanderia. No entanto, por problemas
técnicos, na granja de frangos de corte estes parametros foram perdidos, nesse caso
foram utilizados dados do Sistema Meteorolégico do Parana (SIMEPAR) como

parametro de referéncia.

5.3.1 Lavanderia do Hospital Universitario da UEL

A amostragem do material particulado atmosférico (MP10; MP2,5; MP1,0; faixas

>2,5 um; 1,0-2,5 um; 0,5-1,0 um; 0,25-0,5 um e <0,25 um) foi conduzida no interior do
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setor de separagao e lavagem da lavanderia do hospital universitario da Universidade
Estadual de Londrina. Os coletores impactador MP1o, ciclones MP25 ¢ MP1o e
impactador em cascata Sioutas, foram empregados em duplicata (A e B). Foram
realizadas medidas de temperatura e umidade relativa, dados obtidos pelo monitor
HOBO® U17-002 LCD da ONSET. Houveram poucas variagbes desses parametros,
a temperatura oscilou entre 24 a 30 °C, enquanto a umidade relativa entre 57 a 80 %.
Essa inexpressiva variagao dos parametros pode relagdo com a pouca circulagao de
ar no local.

MP10

As coletas utilizando os impactadores MP1o, realizadas na lavanderia do HU,
apresentaram faixa de concentragéo estimadas de 76 a 111 ug m=. Os valores das
concentragdes obtidos entre as duplicatas apresentaram poucas variagées ao longo
do periodo de amostragem.

A figura 29 ilustra os dados (Média A e B) obtidos durante a coleta, as linhas
vermelha e roxa representam os valores maximos de exposicdo recomendados pela
Organizagao Mundial da Saude (WHO, 2005). Sendo valor médio de 50 ug m para
um periodo de 24 horas (Linha vermelha) e valor médio de 20 ug m- durante o ano
(Linha roxa).

Considerando os limites preconizados pela OMS, as concentragdes de MP1o
foram excedidas entre 1,5 e 4,7 vezes a média diaria (24 horas), ou seja, sempre
acima dos limites recomendados. Em relagdo para média anual, considerando a
extrapolagédo desses dados, o valor foi excedido em 4,7 vezes. Esses dados apontam

para um ambiente com baixa qualidade em termos MP grosso.
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Figura 29 — Perfil de concentracdo do MP+o no interior da lavanderia do Hospital
Universitario da UEL (Média A e B). Impactadores Low-vol
120 -

100

©
o
|

60

-3
Conc. de MP_ /ugm
5
1

20 4

I ! I ! I ! I ! I ! I ! I
24/02 25/02 27/02 28/02 01/03 02/03 03/03
Dias de coleta / 2015

MP2 s

As coletas utilizando o amostrador ciclone MP25 (particulas <2,5 um)
apresentaram concentracdo média de 43 pg m=3, desvio de * 11,3 pug m3,
considerando a meédia das duplicatas A e B.

Na figura 30 é possivel observar o perfil das concentragbées durante o periodo
de amostragem. As linhas vermelha e roxa, introduzidas na figura, indicam os valores
maximos de exposicao que a OMS recomenda para esse tamanho de particula, sendo
25 ug m= para uma média de 24 horas e 10 pg m-3 para média anual, respectivamente
(WHO, 2005). Avaliando esses dados de concentragdes, é possivel constatar que os
limites recomendados pela OMS foram ultrapassados entre 1,1 a 2,5 vezes o valor
meédio de 24 horas e em 4,3 vezes a média anual, considerando a extrapolacado desses
dados.

Considerando investigacao de outros ambientes hospitalares para MP25, as

concentragcdes aqui encontradas foram até 76 % mais altas que o setor pediatrico, por
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exemplo. Considerando que este foi o0 ambiente mais impactado para esse tamanho
de particula (LOMBOY et al., 2015).

Figura 30 — Perfil de concentragdo do MP25 no interior da lavanderia do Hospital

Universitario da UEL (Média A e B). Amostrador ciclone
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O material particulado < 1,0 yum (MP1,0) foi coletado utilizando o amostrador
ciclone (Duplicata A e B), a faixa de concentragado encontrada para esse tamanho de
material particulado foi de 29 a 38 ug m3. As duplicatas apresentaram pouca variagéo
durante o periodo de coleta.

Os dados do dia 24/02 nao foram considerados para efeito de comparacéao
geral, pois foi verificado erro de amostragem. O erro observado pode, muito
possivelmente, estar relacionado com a tomada amostral do volume de ar desse
amostrador, considerando que as massas absolutas de MP1,0 obtidas nesta data de

amostragem foram condizentes com as massas absolutas encontradas para MP25 e
MP1o.
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Embora haja estudos demostrado que esse tamanho de particula tem maior
capacidade de penetracdo no trato respiratorio inferior e possivelmente maior
potencial de causar danos a saude (SIOUTAS; DELFINO; SINGH, 2005), ainda nao
foram estabelecidos valores sobre os limites de exposicdo a esse tamanho de
particula.

A figura 31 ilustra o perfil do material particulado MP1,0 durante o periodo de

coleta.

Figura 31 — Perfil de concentragdo do MP1,0 no interior da lavanderia do Hospital

Universitario da UEL (Média A e B). Amostrador ciclone
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Sioutas (amostragem integrada)
O perfil de concentracbes do MP nas fracdes do impactador em cascata

Sioutas apresentaram a caracteristica distribuicado bimodal (Figura 32). Para a fragéo
grossa do estagio A (>2,5 um) foi obtida concentragdo média de 23,9 ug m= (24,5 e
23,3 ug m?) e nas fragdes abaixo de < 2,5 um foi obtida a concentragdo média de 7,4
ug m=3. Individualmente as fragdes apresentaram as seguintes concentragoes: estagio

B (1,0-2,5 um) média de 9,2 ug m=3(9,5 e 8,9 ng m3); estagio C (0,5-1,0 pm) média
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de 4,1 ng m3(2,0 e 6,2 ug m3); estagio D (0,25-0,5 um) média de 5,1 yg m=3 (5,6 e
4,7 ug m?) e estagio E (<0,25 um) com média de 11,4 ug m=3 (10,4 e 12,3 ug m=3).

Figura 32 — Distribuicdo por tamanho do MP no interior da lavanderia do Hospital
Universitario da UEL. Impactador de cascata Sioutas (Média A e B).
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Como o amostrador Sioutas necessita periodos longos de amostragem para
acumulo de massa, para essa amostragem foram 62 horas, os dados desse
amostrador ndo foram comparados com os demais amostradores (Ciclones e LowVol
MP10).

Na tabela 6 estao os dados do MP coletado na lavanderia do HU (MP 1,0, MP25,
MP10 e Sioutas). A fragao fina do MP (< MPz2;) correspondeu a 47% do MP grosso (<
MP10). Como o ambiente era higienizado diariamente, pode-se inferir que a origem do
MP no ar interior da lavanderia teve origem na manipulagdo do vestuario levado ao
local para lavagem. O vestuario era classificado manualmente, sendo lan¢ado ao ch&o
para separacao em lotes. Nao foi visualmente identificada outra fonte de MP, uma vez

que as janelas sdo de tamanho reduzido, situadas no alto das paredes



(Aproximadamente 3 metros de altura)

semiabertas.

69

e permaneceram constantemente
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Tabela 6 — Dados das concentragdes do material particulado encontrados na lavanderia do HU utilizando os amostradores MP 1,0,

MP25, MP10 e Sioutas

Intervalo de concentracao Média Desvio
Tamanho do MP
pg m= pg m= pg m=
MP1,0 A* 27,7-40,3 33,7 +4,6
MP1,0 B* 271-375 31,2 +41
MP10 A* e B* 27,1-40,3 32,5 +4,3
MP25s A 23,0-72,6 45,2 + 15,2
MP25 B 32,5-52,3 41,2 + 6,1
MP25 AeB 23,0-72,6 43,2 + 11,28
MP10 A 76,1 —105,5 92,8 +12,0
MP10 B 75,7 -125,1 95,4 + 16,3
MP1oAeB 75,6 —125,1 94,1 + 13,83
Sioutas AeB >2,5um 23,3-24,5 23,9 +0,9
Sioutas AeB 1,0a2,5um 8,9-95 9,2 +0,4
Sioutas AeB 0,5a 1,0 um 20-6,2 4,1 +3,0
Sioutas Ae B 0,25a 0,5 um 4,7-5,6 51 + 0,6
Sioutas Ae B <0,25 um 10,4 -12,3 11,4 +1,3

Fonte: Préprio autor

* foram desconsiderados os dados do dia 24/02
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A exposicao dos trabalhadores aos altos niveis de MP grosso e fino neste
ambiente pode ser considerada preocupante, uma vez que os limites recomendados
foram extrapolados durante todo periodo de coleta. Considerando que a permanecia
dos trabalhadores nesse ambiente € inerente a sua atividade, a exposi¢cao cronica ao
MP é outro ponto importante de ser observado. Uma vez que longos periodos de
exposi¢cao ao material particulado podem causar efeitos adversos ligados ao sistema
respiratorio (ATKINSON, et al., 2001) e complicagdes cardiovascular (LIPPMANN,
2014). Além disso, estudos apontam que 10 ug/m= de incremento no MP2;5, por
exemplo, esteja associado a 4 % de todos os casos de mortalidade (HIME; COWIE;
MARKS, 2015).

5.3.2 Granja de Frangos de Corte

A amostragem do material particulado atmosférico (MP10; MP2,5; MP1,0; faixas
>2,5 um; 1,0-2,5 um; 0,5-1,0 um; 0,25-0,5 um e <0,25 um) foi conduzida no interior de
uma granja de frangos de corte. Por falha do equipamento HOBO® U17-002 LCD da
ONSET, medidas de temperatura e umidade relativa coletadas foram perdidas. Sendo
assim, por ser ambiente semiaberto, foram empregados dados do SIMEPAR como
parametro de referéncia. Variagdes no periodo entre 16 a 22 °C para temperatura, e
entre 71 a 97 % para umidade relativa.

MP10

A coleta utilizando o amostrador MP 10, efetivada na granja de frangos de corte,
apresentou concentragdo média de 446 ug m3. Conforme dados meteoroldgicos
fornecidos pelo SIMEPAR, nos dias 10, 16 e 17 houve ocorréncia de chuvas. Observa-
se que o0 aumento de umidade externa pode ter levado a diminuigdo na concentragao
do MP10 uma vez que a origem da fragdo grossa do MP pode também ser externa.

A figura 33 ilustra o perfil, em termos de concentragédo, do MP1o0 coletado. Nas
linhas vermelha e roxa estdo os valores maximos de exposi¢ao recomendados pela
OMS (WHO, 2005). Sendo valor médio de 50 ug m= para um periodo de 24 horas

(Linha vermelha) e valor médio de 20 ug m= durante o ano (Linha roxa).
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Figura 33 — Concentracao de MP10 no interior do galp&o de frangos de corte
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As concentragcbes encontradas estdo em niveis elevados. Para efeito de
comparagao, os limites recomendados pela OMS a esse tamanho de particula, foram
excedidos entre 4,2 a 10,7 vezes a média diaria (24 horas). Em relagdo a média anual,
considerando a extrapolacdo desses dados, o valor foi de 22,3 vezes acima do
preconizado. Esses dados apontam para um ambiente com baixissima qualidade de
ar em termos MP grosso.

MP25

A coleta utilizando o amostrador ciclone MP2s5 (particulas < 2,5 um)
apresentou concentragdo média de 126 ug m=. A figura 34 ilustra o perfil, em termos
de concentracao, do MP25 coletado. Nas linhas vermelha e roxa estdo os valores

maximos de exposi¢ao recomendados pela OMS (WHO, 2005).
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Figura 34 — Perfil de concentracdo do MP2,5 no interior da granja de frangos de corte
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Diferentemente do ocorrido com as particulas grossas (MP10), pouca variagéo
da concentragcdo, no MP25 houve forte tendéncia de crescimento. Na fase final da
coleta, a concentracgao foi praticamente 20 vezes superior em relagao a fase inicial.

Os dados amostrados foram relativamente baixos nos primeiros dias de coleta
(21 ug m3), levemente abaixo do recomendado pela OMS para uma média de 24
horas (25 pg m=). Porém, no decorrer da amostragem os niveis de concentragdo de
MP25 se elevaram bastantes, chegando ao alarmante 413 ug m3, 16,5 vezes acima
da concentragdo recomendada pela OMS para esse tamanho de particula (Média de
24 horas). Ja em relagdo a média anual, considerando a extrapolagao desses dados,
o ambiente estava 12,6 vezes acima do valor pedido pala OMS (10 ug m3).

Orgédos internacionais recomendam paralizacdo imediata das atividades
laborais em ambiente onde a qualidade do ar apresenta elevado risco a saude humana
como as encontradas nesse local (US-EPA, 2015).

MP1,0

A coleta utilizando o amostrador MP1,0, efetivada na granja de frangos de

corte, apresentou concentragdo média de 92 ug m=3. O perfil de concentragdo foi
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similar ao pelo MP25 (Figura 35). No inicio a concentragao estive relativamente baixa
(16 ng m3), aumentando posteriormente para algo proximo de 21 vezes o valor da

concentragao inicial (334 pg m3).

Figura 35 — Perfil de concentracdo do MP1,0 no interior da granja de frangos de corte
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A ocorréncia de chuvas nos dias 10, 16 e 17 nao alterou o perfil de
concentracado do MP fino, este fato pode ser entendido no sentido de que as particulas
finas possuem origens exclusivamente interna. Considerando que o MP1,0 esta contido
no MP25, e confrontadas seus dados de concentragdes, foi possivel observar que
MP1,0 contribui significativamente na formacéo de MP25, exceto na coleta 13/15. No
geral, MP1,0 representou mais de 50 % MP2s.

Parametro legislativo deixam de contemplar o MP1,0 no tocante aos limites de
exposicao, no entanto, estudos assinalaram que quanto mais finas sao as particulas,
maior sera sua capacidade em penetrar profundamente no sistema respiratério
(CROWDER et al., 2002; SIOUTAS; DELFINO; SINGH, 2005).

Impactador Sioutas (amostragem integrada)
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Os resultados obtidos utilizando o impactador Sioutas apresentaram perfil
tipico bimodal na distribuigdo de concentragédo (FREITAS; SOLCI, 2009; PLAZA et al.,
2011). Sendo maior contribuicdo percentual do estagio A (> 2,5 um), material
particulado grosso, decresceu até o estagio D (0,25 a 0,50 um) e invertendo a
tendéncia decrescente no estagio pos-filtro (< 0,25 um). Em termos de percentual a
distribuicao foi 84,1 % no estagio A, 6,6 % estagio B, 2,3 % estagio C, 1,3 % estagio
D e 5,7 % no pés-filtro. A figura 36 ilustra o perfil de distribuicdo (ug m-2) obtido pelo

coletor Sioutas no interior da granja de frango de corte.

Figura 36 — Distribuicdo por tamanho do MP no interior da granja de frangos de corte.
Impactador de cascata Sioutas. Periodo de coleta de 09 a 15/06 e 15 a

19/06 de 2015
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Desconsiderando a fragcao grossa, estagio A, e analisando somente as fragées
finas (Estagios B, C, D e pos-filtro), foi observado que faixa de menor tamanho de
particula (< 0,25 pm) contribuiu com 36 % do total (Figura 37). Esses dados
corroboram com observado na relagdo entre MP25 e MP1,0, indicando maior

contribuicdo das particulas finas no MP. Um ambiente laboral com esse perfil pode
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ser potencialmente aos trabalhadores desse local, considerando o poder de alcance

no trato respiratorio inferior dessas particulas finas (CROWDER et al., 2002).

Figura 37 — Grafico representativo do percentual de contribuicdo de cada faixa de
tamanho de MP das particulas finas coletadas no impactador Sioutas
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Correlacao de Pearson

A correlagdo de Pearson foi usada para inferir sobre a origem do material
particulado grosso e fino no ar interno do galpdo de frangos de corte. Foram
correlacionadas as concentragdes de MP1o, € MP2,5e MP1,0. Foi observada correlagéo
forte (0,99) entre MP25 e MP1,0, sugerindo mesma origem para esses dois tamanhos
de particulas.

As correlagdes observadas tanto entre MP10e MP1,0 (0,45), quanto entre MP1o
e MP25 (0,50), foram correlagdes moderadas. Isso se deve, possivelmente, a
contribuicdo de fonte externa da fragdo grossa, ja que existe forte relagdo entre as
fragdes finas (MP2,5 € MP1,0). Na fonte interna o solo do galpao, coberto com forragéo
natural (serragem, cascas de café, arroz etc.), também pode ter contribuido para

fragdo grossas.
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Na tabela 7 estdo os dados do MP coletado na granja de frango de corte
(MP1,0, MP2,5, MP10 e Sioutas). O periodo de crescimento das aves aparenta estar
ligado ao aumento na concentragdo de MP fino. Siria necessario fazer um
acompanhamento do desenvolvimento da massa corporea das aves para

averiguagao.
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Tabela 7 — Dados das concentragdes do material particulado encontrados na granja de frango de corte utilizando os amostradores
MP1,0, MP25, MP10 e Sioutas

Intervalo de concentracgao Média Desvio
Tamanho do MP
pmg m-3 pmg m-3 pmg m-3
MP1,0 13 — 345 92 + 131
MP25 21-413 126 + 154
MP10 209 - 534 446 +124
Sioutas A* e B** > 2,5 um 112,2 - 150,0 131,1 + 26,8
Sioutas A*e B**1,0a 2,5 um 8,6 -12 10,3 24
Sioutas A*e B**0,5a 1,0 um 3,2-39 3,6 0,5
Sioutas A*e B** 0,25a 0,5 um 1,7-24 2,0 0,5
Sioutas A* e B** < 0,25 um 8,2-9,5 8,9 0,9

Fonte: Proprio autor
* coleta 09 a 15 do 07; ** coleta 15 a 19 do 07
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A exposicao dos trabalhadores aos altos niveis de MP grosso e fino neste
ambiente pode ser considerada preocupante, os limites recomendados pela OMS
foram extrapolados durante todo periodo de coleta. Como permanecer nesse
ambiente é inerente a atividade do trabalhador, a exposi¢ao crénica também deve ser
observada. Pois, longos periodos de exposi¢cao ao material particulado podem causar
efeitos adversos ligados ao sistema respiratério (ATKINSON, et al.,, 2001) e
complicagbes cardiovascular (LIPPMANN, 2014). Além disso, estudos apontam que
10 png/m3 de incremento no MP2;5, por exemplo, esteja associado a 4 % de todos os
casos de mortalidade (HIME; COWIE; MARKS, 2015).

54 ENDOTOXINA ASSOCIADA AO MATERIAL PARTICULADO ATMOSFERICO

Endotoxinas associadas ao material particulado grosso, fino e quase ultrafino
foram coletadas no ar interior de dois ambientes laborais: lavanderia do HU da UEL e
em galpao de granja de frangos de corte. Foram medidas temperatura e umidade
relativa ao longo dos periodos de amostragem. Temperatura e umidade relativa
permaneceram constantes durante amostragem realizada na lavanderia. No entanto,
por problemas técnicos, na granja de frangos de corte estes parametros foram
perdidos, nesse caso foram utilizados dados do Sistema Meteoroldgico do Parana

(SIMEPAR) como parametro de referéncia.

5.4.1 Lavanderia do Hospital Universitario da UEL

A amostragem de endotoxina associada ao material particulado atmosférico
(MP10; MP25; MP1,0; faixas >2,5 um; 1,0-2,5 um; 0,5-1,0 um; 0,25-0,5 um e <0,25 um)
foi conduzida no interior do setor de separacao e lavagem da lavanderia do hospital
universitario da Universidade Estadual de Londrina. Os coletores impactador MP 1o,
ciclones MP25 e MP1o e impactador em cascata Sioutas, foram empregados em
duplicata (A e B). Foram realizadas medidas de temperatura e umidade relativa, dados
obtidos pelo monitor HOBO® U17-002 LCD da ONSET. Houveram poucas variagdes
desses parametros, a temperatura oscilou entre 24 a 30 °C, enquanto a umidade
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relativa entre 57 a 80 %. Essa inexpressiva variagao dos parametros pode relagao
com a pouca circulagcao de ar no local.

MP10

Amostragem de endotoxina associada ao material particulado < 10 um foi
realizada através impactador Low-vol MP1o em duplicada (A e B). Dados aqui
apresentados sao referente as médias das duplicatas. As coletas foram efetuadas
durante expediente de trabalho da lavanderia. A figura 38 apresenta o perfil de

concentracdo de endotoxina associada ao MP10 encontra na lavanderia do HU.

Figura 38 — Perfil de concentragao de endotoxinas (MP+10) no interior da lavanderia do
Hospital Universitario da UEL. Impactadores Low-vol (A e B) em paralelo
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A concentragdo média de endotoxina encontrada associada a esse tamanho
de particula ficou acima de 6.500 ng m=3. Os extremos de concentragdo foram no dia
24 (2.710 ng m3) e dia 27 (9.393 ng m3), a menor concentragédo de endotoxina no dia
24, possivelmente, deve estar relacionado com a menor quantidade de roupas lavadas

nessa data.
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MP2,5
As coletas de endotoxinas associadas as particulas finas (< 2,5 um), foram
realizadas utilizando amostrador ciclone MP25 em duplicada (A e B). Dados aqui
apresentados séo referente as médias das duplicatas. A figura 39 apresenta o perfil

de concentracgao do LPS associado a fragao fina nesse tamanho de particulado.

Figura 39 — Perfil de concentragdo de endotoxinas (MP25) no interior da lavanderia
do Hospital Universitario da UEL. Ciclones (A e B) em paralelo
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Conc. de endotoxina em MP

A concentragcao média de endotoxinas encontradas nas particulas finas (3.844
ng m), representa 58 % da concentragdo média encontrada nas particulas grossas
(MP10). Isso implica que o MP grosso possui mais da metade de sua concentragao de
endotoxina associada a particula de tamanho < 2,5 um. Com isso, esse LPS
associado ao MP10, mesmo se tratando de particulas grossas, apresenta consideravel
potencial para afetar a saude, lembrando que particulas menores possui mais
habilidade em adentrar no trato respiratério inferior.

MP1,0

Coletas de endotoxinas associadas as particulas finas (< 1,0 um), foram

realizadas utilizando amostrador ciclone MP1,0 em duplicada (A e B). Dessa forma,
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dados aqui apresentados sao referentes as meédias das duplicatas. A figura 40 ilustra
o perfil de concentracédo do LPS associado a fracao fina desse material particulado.

Figura 40 — Perfil de concentragdo de endotoxinas (MP1,0) no interior da lavanderia
do Hospital Universitario da UEL. Ciclones (A e B) em paralelo
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Como reportado anteriormente (Secgao 5.3.1), dados do dia 24/02 n&o foram
considerados para efeito de comparagcdo geral, quando foi constatado erro de
amostragem.

A concentracdo média de endotoxina encontrada associada ao MP1, foi 3.135
ng m3. Essa concentragdo corresponde um pouco mais de 80 % do valor médio
encontrado para MP25 e 47 % para MP1o. Dados semelhantes foram encontrados nas
concentragdes médias do material particulado, quando foi observado que o MP
encontrado neste ambiente é constituido majoritariamente das particulas mais finas.

Para todos os tamanhos de material particulado, os niveis de endotoxina
encontrados neste ambiente de trabalho foram, em média, muito elevados
considerando a recomendagéo do Dutch Expert Committee on Occupational Safety,
2010 (DECOS), que é de 9 ng m (90 EU m3) como limite de exposigédo ocupacional
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(DUQUENNE et al., 2013). As particulas grossas (MP10) excederam em 736 vezes
esse limite, enquanto as finas (MP25 e MP1,0) extrapolaram em 427 e 348 vezes,
respectivamente.

Embora, os efeitos adversos causados a saude pelas endotoxinas dependam
dos niveis de concentragdes no MP, também deve ser considerado o forte alcance
das particulas finas no sistema respiratorio. Pelos dados encontrados neste local,
concentracbes de endotoxinas associadas a particulas grossas possuem alta
contribui¢cdo das associadas a particulas finas, fazendo com que o LPS associado ao
PM grosso possa ser considerado potencialmente “equivalente” ao MP fino.

Sioutas (amostragem integrada)

A amostragem com o coletor Sioutas foi conduzida de forma integrada com
63 horas de duracao, em duplicada (A e B). Este procedimento foi necessario devido
a pequena area superficial de coleta nos diferentes estagios do impactador.
Endotoxina foi determinada em todas as fragbes coletadas. A figura 41 apresenta os
dados obtidos. Na fracdo grossa (> 2,5 ym), a concentragdao média de endotoxina

encontrada foi de 1.860 ng m=3.
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Figura 41 — Concentragao de endotoxina por faixa de tamanho do MP no interior da
lavanderia do Hospital Universitario da UEL. Impactador de cascata
Sioutas (A e B) em paralelo. Periodo de coleta de 24/02 a 03/03 de 2015,
unica amostragem
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Nas fragdes intermediarias (0,25 a 2,5 uym), em média, as concentragdes de
LPS foi de 437 ng m™. Ja para o pés-filtro, que compreende a fragéo ultrafina do MP
(< 0,1), a média de concentragéo foi de 837 ng m=3.

A distribuicdo por tamanho do MP obtida através do uso do impactador
Sioutas mostra a tendéncia bimodal que é caracteristica do MP atmosférico. Estes
dados devem ainda ser analisados cautelosamente pois 0 excessivo tempo de coleta
pode ser fator importante para a formacao de artefato negativo. De qualquer forma,
as concentracbes de endotoxina encontradas neste ambiente laboral excedem
qualquer recomendacéo para limites de exposigao de um trabalhador (DUQUENNE et
al., 2013).

A tabela 8 traz os dados das endotoxinas associadas ao material particulado
(MP1,0, MP2;5, MP10 e Sioutas) coletado na lavanderia do HU.
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Tabela 8 — Dados das concentragdes endotoxinas associada ao material particulado encontrados na lavanderia do HU utilizando os
amostradores MP1,0, MP25, MP10 e Sioutas

Intervalo de concentracao Média Desvio
Tamanho do MP
ng m=3 ng m=3 ng m=3
MP1,0 A* 2513 — 4512 3279 + 903
MP1,0 B* 1906 — 497 2991 + 1179
MP10 A* e B* 1906 — 497 3135 + 1012
MP25s A 2573 — 4923 3782 + 935
MP25 B 2780 — 5534 3906 + 893
MP25 AeB 2573 — 5534 3844 + 881
MP10 A 2710 - 9212 6278 +2183
MP10 B 2710 — 9573 6970 + 2267
MP1oAeB 2710 - 9573 6624 + 2167
Sioutas Ae B >2,5um 1792 — 1926 1860 +95
Sioutas AeB 1,0a2,5um 386 — 788 587 + 284
Sioutas AeB 0,5a 1,0 um 147 — 486 317 1 240
Sioutas Ae B 0,25a 0,5 um 296 — 517 407 * 156
Sioutas Ae B <0,25 mm 805 — 868 837 44

Fonte: Préprio autor

* foram desconsiderados os dados do dia 24/02
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Nao foram encontrados trabalhos relatando endotoxinas associadas a

material particulado nesse tipo de ambiente laboral.

5.4.2 Granja de frangos de Corte

Amostragem de endotoxina associada ao material particulado atmosférico
(MP10; MP25; MP1,0; faixas >2,5 um; 1,0-2,5 um; 0,5-1,0 um; 0,25-0,5 um e <0,25 um)
foi conduzida no interior de uma granja de frangos de corte. Por falha do monitor
HOBO® U17-002 LCD da ONSET, medidas de temperatura e umidade relativa
coletadas foram perdidas. Sendo assim, por ser ambiente semiaberto, foram
empregados dados do SIMEPAR como parametro de referéncia. Variagdes no periodo
entre 16 a 22 °C para temperatura, e entre 71 a 97 % para umidade relativa. A abertura
das cortinas para protegcdo do ambiente foi conduzida nos periodos noturno e
parcialmente pela manha. A abertura das cortinas esteve relacionada com a
temperatura interna do galpao.

MP10

Amostragem de endotoxina associada ao material particulado < 10 pum foi
realizada através impactador Low-vol MP1. A figura 42 apresenta o perfil de

concentragéo de endotoxina associada ao MP1o encontra na granja de frango de corte.
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Figura 42 — Perfil de concentracéo de endotoxina no MP10 no interior da granja de
frangos de corte
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A concentragdo média de endotoxina encontrada associada ao material
particulado > 10 um foi 5.829 ng m-3. O LPS apresentou perfil de concentragao distinto
do perfil encontrado no material particulado MP1o (Figura 33). Uma possivel
explicagéo, seria o leve aumento da concentragcdo de endotoxinas associadas ao
MP2;5 (11 a 17). Por motivos ainda ndo muito claros, endotoxinas aparentam ter se
associado mais em particula < 2,5 um nesse periodo.

Em todo periodo de coleta, as concentragdes de endotoxinas ficaram acima
dos limites sugeridos pela DECOS (DUQUENNE et al.,, 2013). O maior nivel de
concentragéo de LPS encontrado (7.367 ng m3) ultrapassou em mais de 800 vezes o
limite da DECOS. Os valores mais elevados em ar ambiente urbano Mueller-Anneling
et al. (2004) obtiveram 0,544 ng m (5,44 EU m3). Enquanto Radon et al. (2002) em
granja de aves na Suica mediram maximos de 257 ng m-3. No entanto, em condigdes
préximas as desse trabalho, Lawniczek-Walczyk et al. (2013) encontraram 8.364 ng

m-3 para maior nivel de endotoxinas.
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MP2,5
As coletas de endotoxinas associadas as particulas finas (< 2,5 um), foram
realizadas utilizando amostrador ciclone MP25. A figura 43 apresenta o perfil de

concentracido do LPS associado a fracao fina nesse tamanho de particulado.

Figura 43 — Perfil de concentragdo de endotoxina no MP2,5 no interior da granja de
frangos de corte
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A concentragdo média de endotoxinas encontrada em MP25 foi 3.101 ng m=.
Em todo periodo de coleta o nivel de concentragéo de endotoxinas neste tamanho de
particula foi superior ao recomendado por DECOS (DUQUENNE et al., 2013). O valor
maximo encontrado superou em mais de 800 essa recomendacdo. Quando
comparado com outros trabalhos para mesmo tamanho aerodinamico de particula,
Menetrez et al. (2009) encontraram em média 140 ng m-3 (14,0 EU m3) em ambiente
rural, nivel bem inferior ao encontrado neste trabalho.

Yang, Wang e Zhang (2014), utilizando outras condi¢des de coleta, avaliaram
criagbes de aves e suinos. Foi na criagao de aves as maiores meédias encontradas,

sendo 1073 e 1409 ng m= (107,3 e 140,9 EU m™) para peru e galinhas poedeiras
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(respectivamente). Mesmo sendo valores de concentragdes altos, ainda ficaram bem
abaixo da concentragdo média avaliada no presente trabalho.

MP1,0

Coletas de endotoxinas associadas as particulas finas (< 1,0 um), foram
realizadas utilizando amostrador ciclone MP10. A figura 44 ilustra o perfil de

concentracao do LPS associado a essa fragao fina de material particulado.

Figura 44 — Perfil de concentragdo de endotoxina no MP1,0 no interior da granja de
frangos de corte
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As concentragdes de MP1, variaram de 959 a 7.177 ng m=. Em média, as
particulas < 1,0 um representaram mais de 53 % da concentragdo de endotoxinas
contidas na fragdo grossa (MP10). Comparado com nivel recomendados por DECOS
(DUQUENNE et al., 2013), essa média estd 347 vezes acima desse nivel
recomendado.

Embora até o presente trabalho ndo tenha sido localizado estudos na literatura
sobre concentragcdes de endotoxinas em condi¢cdes similares as realizadas por este
estudo para esse tamanho de particula. Investigagao realizada, em ambiente interno
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e externo, por Kujundzic, Hernandez e Miller (2006) em um piloto de estudo de campo,
concluiram que dentre as faixas de tamanho de particulas avaliadas, endotoxinas sao
encontradas com maior frequéncia nas particulas < 1,0 um.

Para efeito de comparagéao, a figura no anexo H exibe as concentragdes de
LPS associados as trés fragdes de material particulado (MP10, MP2;5, MP1,0). Através
deste perfil pode-se inferir que a endotoxina associada a fragdo grossa do MP pode
ter origem diferente da fragdo fina. Material particulado grosso pode ter origem de
ambiente externo, como da ressuspensdo do solo ao entorno do galp&do. O LPS na
fragdo fina mostra-se crescente conforme crescimento das aves. A combinacao de
fontes de MP e endotoxina associada ao bioaerossol de qualquer forma torna o
ambiente poluido, impactando a saude dos trabalhadores e dos animais.

Sioutas (amostragem integrada)

Na amostragem de endotoxina associada a cinco faixas de tamanho de
material particulado foi empregado impactador Sioutas. Essa amostragem foi
realizada em tempo integrado, porém, em dois periodos pela grande quantidade de
material particulado encontrado no MP+o, 2,5 € 1,0. Evitando assim possivel perda de
massa.

A figura 45 demostra o perfil da distribuicdo das concentragdes das
endotoxinas encontradas nos estagios do impactador Sioutas. Em ambos periodos de
coleta, essa distribuicdo demostrou perfil bimodal. Concentragdes mais altas (2.323 e
3.484 ng m-3) foram obtidas no estagio A (MP>2,5) e menores (143 e 118 ng m-3) no

estagio D (MPo,25.05).
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Figura 45 — Distribuicdo da concentragdo de endotoxina associada as fragdes do MP.
Distribuicdo por tamanho do MP utilizando impactador Sioutas. Periodo
de coleta: 09 a 15 de julho e 15 a 19 de julho de 2015. Amostragens
realizadas no ar interior do galpao de criagao de frangos de corte
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Valores elevados de concentragdo de endotoxinas foram nos estagios A, B e
pos-filtro. A ocorréncia de chuvas nos dias 10, 16 e 17 parecem nao ter alterado perfil
de concentragao do LPS. Temperatura e umidade relativa, também aparenta nao ter
influenciado na ocorréncia de LPS associado ao material particulado. O coeficiente de
correlagdo entre concentragbes de endotoxinas com esses parametros
meteoroldgicos apresentaram valores inferiores a 0,3, indicando fraca correlagao.

Na literatura ndo foram localizados trabalhos que reportassem o uso do
amostrador Sioutas para coleta de endotoxinas associadas ao MP nas faixas de
tamanho estudadas. Alguns trabalhos que investigaram endotoxinas nas faixas de
tamanho de material particulado avaliaram ar interno e externo em residéncias
(MENETREZ; FOARDE; ENSOR, 2001), ambiente externo rural (TRAVERSI;
ALESSANDRIA; SCHILIRO; GILLI, 2011), porém, utilizando outros amostradores.

A tabela 9 traz os dados das endotoxinas associadas ao material particulado
(MP1,0, MP25, MP10 e Sioutas) coletado na granja de frango de corte.
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Tabela 9 — Dados das concentragdes endotoxinas associada ao material particulado encontrados na granja de frango de corte
utilizando os amostradores MP1,0, MP25, MP1o e Sioutas

Intervalo de concentracao Média Desvio
Tamanho do MP
ng m=3 ng m3 ng m3
MP1,0 959 — 7177 3120 + 2893
MP25 1484 — 7298 3101 + 2152
MP10 3870 — 7367 5829 + 1392
Sioutas AeB > 2,5 um 2323 — 3484 2904 + 821
Sioutas AeB 1,0a2,5um 783 — 1188 986 + 287
Sioutas AeB 0,5a 1,0 um 308 — 390 349 + 58
Sioutas AeB 0,25a 0,5 um 118 — 143 131 +18
Sioutas A e B <0,25 um 688 — 1040 684 + 249

Fonte: Proprio autor
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Para melhor compreender como as endotoxinas estavam associadas ao
material particulado, também foi avaliada a quantidade de endotoxinas, em massa,
nos respectivos tamanhos de material particulado (Amostradores MP10, MP25, MP1,0
e Sioutas), aqui denominada de taxa LPS/MP. Essa taxa representa a porcentagem
em massa de endotoxina na massa de MP.

Essa avaliagao (Taxa LPS/MP) apresentou perfil de distribuigdo de endotoxina
diferente do observado na concentragéo (ng m-3). A figura 46 apresenta perfil da taxa

LPS/MP ao longo dos dias de amostragem para amostradores MP 10, MP2,5, MP1.0.

Figura 46 — Taxa percentual de endotoxina em relagdo ao MP nas diferentes fragdes
no ar interior do galpao de frangos de corte
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Enquanto perfil de concentracdo de endotoxinas acompanhou perfil de
concentragdo do MP nas diferentes fragbes, na taxa LPS/MP apresentou tendéncia
inversa. Maior incidéncia percentual de endotoxinas, em média, foram observadas em
particulas finas. Ficando em 5,9 % para MP1,o e de 4,7 % para MP2;s, ja na fragao
grossa MP+o foi de 1,5 %. Possivelmente, incidéncia mais alta de endotoxina em

particulas finas tenha relagdo com maior area superficial do material particulado fino.
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Embora seja necessario estudar a composigéo quimicas do MP para confirmar essa
possibilidade.

Como observado na figura 46, a incidéncia de endotoxina no material
particulado diminui ao longo da coleta em todos os tamanhos de particulas (MP1o,
MP25, MP10). Provavelmente esse fato pode estar associado com acentuado
crescimento da concentracdo do material particulado em relacdo a producédo de

endotoxinas, considerando que fonte de endotoxina é distinta da fonte de MP.

Taxa LPS/MP também foi calculada nas coletas utilizando o amostrador

impactador Sioutas. A figura 47 ilustra o perfil dos dados obtidos.

Figura 47 — Taxa percentual de endotoxina em relagdo ao MP nas diferentes fragdes
coletadas com o impactador Sioutas no ar interior da granja de frangos
de corte
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Na média a taxa LPS/MP observada foi de 2,2 % na fragdo grossa (> 2,5 um),
9,5 % na faixa de 1,0 a 2,5 um, 9,8 % na faixa 0,5 a 1,0 ym, 6,7 % na faixa de 0,25 a

0,5 um e 10 % na fragcdo quase ultrafina (< 0,25 um). Semelhante ao observado em
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MP1,0, MP25 e MP10, aqui também a maior incidéncia de endotoxina esta em particulas
finas comparadas com grossas (> 2,5 um).

A proposta de calculo de taxas percentuais LPS/MP foi aplicada também nos
dados obtidos no ar interior da lavanderia do HU. Para a fragcao grossa a taxa LPS/MP
média foi de 7,2 %, para a fracao fina foi de 9,2 %. Os dados apontam para menor
incidéncia de endotoxinas na fracdo grossa em relagao a fina. As concentragdes de
MP e endotoxinas associada ao material particulado sofreram baixa variagdo no
periodo de amostragem, possivelmente esse fato pode ter contribuido para que a
diferenca da taxa LPS/MP entre os diferentes tamanhos de particulas nao ficasse tao
pronunciado quanto foi na granja de frango de corte. No entanto, em ambos os casos
foram observados incidéncia maior de endotoxinas em particulas com tamanho
aerodinamico menores.

Alguns trabalhos na literatura encontraram relagcdo entre toxidade da
endotoxina com tamanho do material particulado no qual essa esta associada
(OSORNIO-VARGAS et al., 2003; SCHINS et al., 2004; DEGOBBI et al., 2011). Desta
forma, € importante observar que além avaliar concentracées de endotoxinas, do
mesmo modo também deve ser avaliada taxa percentual de LPS nas distintas fragcoes
de tamanho.

Como o alcance da penetragado do MP biolégico no trato respiratério humano
é fortemente influenciado pelo seu tamanho, entre outras propriedades, o MP uma vez
inalado pode depositar-se nas paredes em diferentes regides anatdmicas do trato
respiratorio. O calculo da taxa percentual LPS/MP podera ser utilizado em estudos
epidemioldgicos para inferir sobre o mecanismo de agao de endotoxina associada ao
material particulado atmosférico em diferentes ambientes.

Medidas da distribuicido de endotoxinas nas fragdes aerodindmicas de
bioaerossois €, portanto, um passo importante na determinagao de seus efeitos de
toxicidade. Estes resultados podem ser utilizados para a tomada de medidas de

protecado contra a exposi¢cao ocupacional de MP e endotoxinas em ambiente laboral.
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6 CONCLUSAO

O padrao 3-OHOD foi sintetizado com reagentes de partida de baixo custo e
facil aquisicao além de condigcbes brandas de reacéo. Esta rota de reagdes podera ser
empregada para obtengdo dos quatro acidos graxos utilizados como padrbes para
determinacdo analitica de endotoxinas em diferentes matrizes utilizando a
cromatografia em fase gasosa.

Foi avaliada a distribuicdo por tamanho do material particulado nas fragdes
grossa e fina em ar interior de dois ambientes laborais. Cada ambiente representou
condicbes especificas de exposicdo ao material particulado e as endotoxinas
associadas. As seguintes conclusdes foram obtidas considerando as condigdes nos
locais de amostragem:

As técnicas de amostragem foram adequadas para a determinacdo de
endotoxinas associadas as distintas fracbes do MP. As fragdes foram consideradas
como grossa, fina e quase ultrafina.

No ar interior da lavanderia do hospital a concentragdo de MP grosso foi maior
que a fracao fina. Como o local é higienizado diariamente, atribui-se ao processo de
separagao do vestuario como principal fonte do MP grosso. O MP fino representou
47% da fracdo grossa do MP no ar interior da lavanderia. Conforme recomendacao
da OMS todas as concentragdes estiveram acima do valor limite recomendado.

As concentragbes de endotoxina associada as fragdes do MP grosso e fino
foram encontrados na ordem de yg m= (3.522 a 6.624 ng m=) considerados muito
elevados quando comparados com valor maximo recomendado pela DECOS de 9 ng
m-3 para exposi¢édo ocupacional.

No ar interior do galpao da granja de aves o perfil de concentragdo do MP
grosso foi relativamente constante mostrando influéncia de fontes externas na origem
do MP. O MP fino apresentou o perfil de concentracido crescente mostrando a
influéncia do crescimento das aves ao longo do periodo de amostragem. As
concentragdes de MP grosso e fino estiveram na ordem de 446 ug m=3 e 125 uyg m=3,
respectivamente. Estes valores excedem valores recomendados pela OMS.

Endotoxina foi encontrada em todas as fragcbes do MP nas amostras obtidas
nos dois locais de amostragem em concentragdes relativamente altas. As

concentragbes de endotoxinas associadas as fragcbes do MP grosso e fino foram



97

encontrados na ordem de ug m2 (5,8 a 3,1 yg m=, respectivamente) considerados
muito elevados quando comparados com valor maximo recomendado pela DECOS
de 9 ng m= para exposigéo ocupacional.

A distribuicdo por tamanho do MP foi obtida em 5 faixas de tamanho
aerodinamico utilizando o impactador Sioutas nos dois locais de amostragem. O perfil
obtido foi de distribuicdo bimodal com maior concentragao de MP na fragdo grossa e
a seguir na fracdo de particulas consideradas quase ultrafinas. Endotoxina foi
encontrada em todas as fragdes com concentracdes bem elevadas na fragdo grossa.
Mesmo havendo decréscimo na concentragdo de LPS nas faixas de tamanho
classificadas como finas e quase ultrafinas, a concentragdo de endotoxinas foi
bastante elevado. O perfil obtido nesta técnica de amostragem mostrou a distribuigao
do LPS associado ao MP simulando a penetragcao de particulas téxicas no trato
respiratorio.

Foi proposto calculo da taxa percentual LPS/MP. Os valores encontrados
mostraram que focando a massa de endotoxina, sua maior concentracdo esteve
sempre associada a fragao fina e mais prejudicial do material particulado atmosférico.

Finalmente, neste trabalho pode ser observado que a poluigao por endotoxina
esta relacionada a presenca de material particulado atmosférico nas fracdes
respiraveis e inalaveis. O estudo sobre a presenga de material bioldgico associado ao
material particulado em suspensao no ar interior e exterior tem que ser levado em
consideragao devido a contaminagdo ambiental na perspectiva de toxicidade e

infectividade.
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ANEXOS



ANEXO A

Certificado dos cinco padrdes dos 3-hidroxiacidos acido graxos utilizados

Larodan

Fine Chemicals

14-1003 3-Hydroxydecanoic Acid
GC Silylated sample with MSTFA

GC: Injection
Detector
Column

Carrier

Temperature
Column
Initial :
Final :
Rate :
Injector
Detector

On column
FID
HP-5 30m x 0.32mm
film 0.25um

Helium 14psi

50°C 3 min
260°C
10°C/min.
240°C
270°C

Lot no: M 181:5
Purity: 98 %
Storage: Freezer
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Larodan Fine Chemicals AB
"Address Telephone Telefax EU Vat no E-mail address
Limhamnsgérdens allé 9 +46-40 16 41 55 +46-40 15 54 98 SE556085954701 Info@larodan.se
S-216 16 Maimd Interet
Sweden http://www.larodan.se
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14-1203 3-Hydroxydodecanoic Acid

C.C Methylated sample

GC:

'Lerodon

Fine Chemicals

film 0.25um

Injection On column
Detector FID
Column HP-5 30m x 0.32mm
Carrier Helium 14psi
Temperature
Column
Initial : 50°C 3 min
Final : 260°C
Rate : 10°C/min.
Injector 240°C
Detector 270°C

Lc{,mw 50 'MZ(

Lot no: N 083:3
Purity: 98+ %

pA ?
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FiD2 8, (HYDROXY\N_083_311000006.D)
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Larodan Fine Chemicals AB

“Address
Limhamnsgardens allé 9

S$-216 16 Malmé

Sweden

Telephone
+46-40 164155

Telefax
+46-40 1554 98

EU Vat no
SE556085954701

E-mail address
Info@larodan.se
Internet
http://www.larodan.se
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N

Larodan

Fine Chemicals

14-1403 3-Hydroxytetradecanoic Acid
GC Silylated sample with MSHFBA

GC: Injection : Oncolumn

L Joses Some
I

Lot no: 1 072:2
Purity: 98+ %

S-216 16 Malmé
Sweden

Detector : FID
Column : HP-5 30m x 0.32mm
, film 0.25um
Carrier : Helium 14 psi
Temperature
Column
Initial :  120°C - 3 min
Final : 260°C
Rate : 109C/min.
Injector : 240°C !
Detector : 270°C
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Larodan Fineg Chemicals AB
Address Telephone Telefax EU Vat no E-mail address
Limhamnsgérdens allé 9 +46-40 16 41 55 +46-40 15 54 98 SE556085954701 Info@Ilarodan.se
Intemet

http:/Awvww.larodan.se
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Larodan

Fine Chemicals

{ fawo

14-1603 3-Hydroxyhexadecanoic Acid

3C Methylated sample

GC: Injection On column
Detector . FID
Column HP-5 30m x 0.32mm
film 0.25um
Carrier Helium 14 psi
Temperature
Column
Initial : 120°C 3 min
Final : 260°C
Rate : 10°C/min.
Injector 240°C
Detector 270°C

50 W}@”

Lot no: J 349:12
Purity: 88+ %

FIDZ B, (HYDROXY\LOTNO-J_349_110.D)
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Larodan Fine Chemicals AB

Address elephene

T
Limhamnsgérdens allé 9 +46-40 16 41 55
5-216 16 Malmo

Sweden

Telefax
+46-40 15 54 98

EU Vat no
SE556085954701

E-mail address
Info@larodan se

Intemet

hitp://www larodan.se
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Larodan

Fine Chemicals

14-1803 3-Hydroxyoctadecanoic Acid
G Silylated sample with MSTFA

GC: Injection
Detector
Column

Carrier

Temperature
Column
Initial :
Final :
Rate :
Injector
Detector

On column
FID
HP-5 30m x 0.32mm
film 0.25um

Helium 14 psi

120°C 3 min
260°C
109C/min.
240°C

270°C

J eﬁ%@ = WB/

Lot no: N 170:5
‘Purity: 98+ %
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Larodan Fine Chemizals AB
Address Telephone Telefax EU Vat no E-mail address
Limhamnsgardens alié 9 +46-40 16 41 55 +46-40 15 54 98 SE556085954701 Info@larodan.se
S$-216 16 Malmb Intemet

Sweden

hitp:/Awww.larodan.se
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ANEXO B

Planta da lavanderia do HU, compreendendo todas as areas
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ANEXO C
Espectro no infravermelho do intermediario a2 (Acido de Meldrum) e do obtido no

Spectral Database for Organic Compounds (SDBS)
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ANEXO D
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Cromatograma (CG-DIC) do intermediario A6 (10,9 min) e subproduto (11,1 min)
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ANEXO E
Cromatograma (CG-DIC) do padrao de palmitato de metila com tempo de retengéo
em 11,0 min
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ANEXO F
Espectro de RMN de 'H e de "*C do intermediario a6
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PPM 7.2 6.8 6.4 6.0 56 5.2 4.8 4.4 4.0 3.6 3.2 2B 24 2.0 1.6 1.2 0.8 0.4

Espectro de RNM de 'H (CDCls; 400 MHz) do intermediario A6 formado na etapa 4 da reagao
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Ampliagéo na regido de 3,40 a 3,8 ppm do espectro de RNM de 'H (CDCI3; 400 MHz) do intermediario A6, formado na etapa 4 da

reagao
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ANEXO G
Espectro de RMN de 'H e '3C do produto a7 purificado por CC
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| I | | | | | I | | | | | I | I | I | I | | | | | I | | | I | I | |
FFM 6.4 6.0 5.6 5.2 4.8 4.4 3.0 3.6 3.2 2.8 2.4 2.0 1.6 1.2 0.8 0.4
Espectro de RNM de "H (CDCIz; 400 MHz) do produto A7 purificado por CC
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Espectro de RNM de "*C (CDCls; 75 MHz) do produto A7 purificado por CC
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Ampliagéo (35 a 70 ppm) do espectro de RNM de '3C (CDCls; 75 MHz) do produto A7 purificado por CC
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ANEXOH
Perfil agrupado das concentra¢cdes de micotoxinas associadas aos trés tamanhos de
material particulado (MP10, MP2,5, MP1,0)




