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Resumo

Grande parte dos sistemas de embalagem, entrega, administracao e processamento dos
produtos farmacéuticos, alimentares e cosméticos, sao feitos a partir de materiais plasticos,
como elastomeros e polimeros, podendo ainda ser adicionados aditivos quimicos. Estes
sistemas, necessitam de ser adequados ao uso pretendido e devem apresentar certos
atributos, tais como ter a capacidade de proteger e ao mesmo tempo serem compativeis com

o produto farmacéutico, alimentar ou cosmético."

De forma a comprovar a compatibilidade destes sistemas, sao realizados estudos de extraiveis
e lixiviaveis. Estdo disponiveis diferentes Normas Internacionais e protocolos, para a
realizacdo destes estudos e apesar de existirem diferencas entre estudos de extraiveis em
embalagens de produtos farmacéuticos e estudos de embalagens em contacto com os
alimentos, a estratégia de avaliacdo € comum e tem em consideracao trés fases do estudo: a
primeira fase tem como objetivo reunir informacdes atualizadas do fornecedor, sobre a
composicdo dos materiais plasticos e das suas especificacoes de controlo de qualidade; a
segunda fase consiste na avaliacao da migracao global; a terceira fase baseia-se na avaliacao
dos extraiveis, ou seja, é realizada uma migracao especifica com o intuito de identificar os
extraiveis e avaliar os seus potenciais riscos. Estes sdo avaliados recorrendo a processos de
extracao agressivos e a métodos de identificacdo com base em miltiplas metodologias
analiticas. Caso os compostos observados estejam acima do limite de seguranca, € necessario
recorrer a identificacdo e avaliacao da toxicidade e é necessario realcar que, para muitos

aditivos nao existem dados toxicologicos.?

Quando se realiza pela primeira vez um estudo sobre os extraiveis, pode-se ter uma ideia
limitada do que procurar e quais as técnicas de extracdo e os métodos analiticos que devem
ser usados para a identificacao e avaliacao de possiveis lixiviaveis.3 Assim, com a realizacao
deste projeto pretende-se implementar ensaios otimizados e validados para estudos de

extracao e de lixiviacao.

Palavras chave
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Abstract

Much of the packaging, delivery, administration and processing systems for pharmaceuticals,
food and cosmetics are made from plastic materials, as elastomers and polymers, and may
also present chemical additives. These systems need to be suitable for the intended use and
should have certain attributes, such as being able to protect and at the same time being

compatible with the pharmaceutical, food or cosmetic product.’

In order to prove the compatibility of these systems, extractable and leachable studies are
carried out. Different International Standards and protocols are available to carry out these
studies and even though, there are differences in the studies of extractables in packages of
pharmaceuticals with the packages in contact with food, the evaluation strategy is common
and takes into account three phases of the study: the first phase aims at gathering the most
updated information from the provider, on the composition of the plastic materials and its
quality control specifications. The second aim consists in the evaluation of the overall
migration. The third aim is based on the evaluating of extractables, that is, a specific
migration is performed in order to identify extractables and evaluate their potential risks.
These are evaluated using aggressive extraction process and multiple analytical
methodologies. If the compounds are present above the safety limit, identification and
toxicity evaluation is necessary, and it should be highlight that for several additives there is

no toxicological data available.?

When a study on extractables is carried out for the first time, one can have a limited idea of
what to look for and which extraction techniques and analytical methods should be used for
the identification and evaluation of possible leachables.® Thus, with the accomplishment of

this project we intend to implement optimized and validated tests for extraction and leaching

studies.
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Desenvolvimento de procedimento para avaliacdo de extraiveis e lixiviaveis presentes em embalagens primarias de produtos cosméticos: uma
abordagem preliminar

Capitulo 1

Introducao

1.1. Enquadramento do tema

Os desenvolvimentos tecnologicos e os avancos na area da ciéncia dos materiais permitiram
a fabricacdo de plasticos com um conjunto de propriedades desejadas, que proporcionam
uma reposicao conveniente e com menos custos, para os materiais de embalagem
tradicionais, como vidro ou o metal. Contudo, muitas das propriedades desejadas sao
alcancadas através de modificaces. Na Figura 1, é possivel verificar que as modificacdes sdo
conseguidas através da adicdo de diferentes aditivos quimicos que desempenham as funcoes
de estabilizadores de UV, antioxidantes, plastificantes, agentes de vulcanizacao, entre
outros. Muitos destes aditivos apresentam alta toxicidade, hepatotoxicidade e
teratogenicidade, mas mais relevante que estas caracteristicas € que muitos ndo tem uma
base de dados de avaliacdo toxicoldgica disponivel, apesar de Jenke et al'* ter tentado por

varias vezes disponibilizar informacao toxicologica para uma larga quantidade de compostos.®

_ Packaging
Monomer Polymer Masterbatcher ~ Molding Containers/
Synthesis Manufacturing Shop Device

a @
_ -> -
t1 t 1 t1 t
Storage Stabilizers  Antioxidants Processing aids

(Converter)  Components
_
g
‘ Catalysis Stabilizers Lubricants
Bulk Chemicals Stabilizers Antioxidants Colorants
Processing aids  Antistatic
Others Others

Figura 1: Caracterizacao de produtos extraiveis e lixiviaveis em produtos farmacéuticos de via

parenteral.®

Nas embalagens, existem entidades organicas e inorganicas que podem ser libertadas sob
condicoes controladas de laboratorio, conhecidas como extraiveis; e para além destas,

existem os lixiviaveis, que sao entidades quimicas organicas e inorganicas desconhecidas que
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migram de um sistema para o produto, sob condicées normais de armazenamento e uso.”
Estas entidades, podem afetar o desempenho do produto farmacéutico, podendo também

afetar a sua seguranca.’

Para que as embalagens utilizadas na indUstria farmacéutica, alimentar e cosmética sejam
de qualidade, é necessario ter em conta certos pontos de vista de desenvolvimento,
fabricacao, distribuicao e venda de produtos. A International Council for Harmonisation of
Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use (ICH) define 2 processos criticos
como parte da estratégia de controlo de impurezas nos farmacos, a qualificacdo e a
especificacdo. A qualificacao esta relacionada com o processo de aquisicdo e avaliacao de
dados que, estabelecem a seguranca biologica de impurezas individuais ou de produtos de
degradacao. Termos como “avaliacao de seguranca” e “avaliacao de risco” sao usadas em

geral, para descrever aspetos do processo de qualificacao.’

E dado como exemplo de uma avaliacdo de riscos, pelos investigadores, a relacdo entre
estrutura-atividade ou avaliacao da literatura e avaliacao da exposicao. Estas avaliacoes
podem ser realizadas em extraiveis de recipientes, ou em casos mais comuns, em lixiviaveis
presentes nos produtos finais dos farmacos. Por outro lado, o processo de especificacao
destina-se ao estabelecimento de limites ou critérios de avaliacao, de forma a controlar as
impurezas ou produtos de degradacao, nos farmacos finais, garantido assim a qualidade do
produto e a seguranca do paciente. A especificacao consiste num conjunto de testes,
referéncias, procedimentos analiticos e de critérios de aceitacdo apropriados para uma

determinada substancia ou farmaco.”

Torna-se determinante identificar e avaliar a seguranca de compostos que possam migrar dos
sistemas de fabricacao e das embalagens para o produto final, ao longo do seu processo de
fabrico e da sua vida (til, contaminando-o e por conseguinte, constituindo um potencial fator
de risco para o consumidor.>2

Os dados obtidos vao permitir uma avaliacdo toxicologica de todos os lixiviaveis encontrados,

garantindo assim a seguranca do paciente ou consumidor.?

De acordo com a FDA os recipientes de medicamentos devem respeitar certos fatores, estes
estao representados resumidamente na Figura 2. Relativamente a protecao, a FDA afirma que
um sistema de fecho ou embalagem deve fornecer a forma de dosagem com os fatores de
protecao adequados, como por exemplo, deve proteger da temperatura e da luz, pois estes

podem provocar a degradacao da qualidade dos medicamentos durante a sua vida (til.°

Para o parametro da seguranca, a FDA indica que os componentes da embalagem devem ser
construidos com material que nao lixivie substancias em quantidades que sejam prejudiciais

para o paciente, quando exposto ao medicamento.’
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Em relacdo a compatibilidade, um sistema de embalagem que seja compativel com o
medicamento, nao deve interagir o suficiente de forma a causar alteracdes inaceitaveis na

qualidade do medicamento ou nos componentes do recipiente.

Algumas das alteracoes sao’:

e Perda do potencial devido a adsorcao ou absorcao do farmaco ativo;

e Perda do potencial devido a degradacao da substancia ativa do farmaco/medicamento,
induzida por uma substancia quimica que tenha lixiviado do sistema de embalagem;

e Reducdo da concentracao de excipiente por consequéncia de fendémenos de adsorcao,
absorcao ou de degradacao induzida por lixiviacao;

e Precipitacao;

e Alteracdes no pH do farmaco/medicamento;

e Descoloracao do farmaco/medicamento ou no recipiente;

e Aumento da fragilidade do componente da embalagem.

Compatibilidade:
Adsorcao
Degradacao

Mudanca de pH

Precipitacao
Descoloracao
Desempenho:
Funcionalidade gelcguade Seg c
para uso ST
Entrega do farmaco
Protecéo:

Exposicao da luz
Perda de Solvente

Exposicao a gases
reativos

Adsorcao de vapor de
agua

Contaminacgao
microbiana

Figura 2: Fatores de conformidade para recipientes de medicamentos pela FDA.°

Por dltimo e relativamente ao desempenho, este refere-se a capacidade da embalagem
funcionar da forma para a qual foi projetada e sao identificadas duas consideracdes principais

por parte da FDA.°
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A primeira, reflete o conceito de que, o sistema pode executar uma funcao diferente da
obvia, devido ao design ou a construcao da embalagem. A segunda, refere-se a capacidade
que a embalagem tem em fornecer o medicamento, na quantidade ou taxa, descrita no

folheto informativo.®

Existem diferentes tipos de embalagens dependendo do tipo de plastico, como é possivel
observar na Figura 3. Nos termoplasticos, as moléculas sao mantidas juntas por forcas
intermoleculares relativamente fracas, assim quando é exposto ao calor amolece e volta a
sua condicao original quando arrefece. A maior parte dos polimeros lineares e ligeiramente
ramificados sdo termoplasticos. Os principais termoplasticos sao produzidos por
polimerizacao em cadeia. Os termofixos sao caracterizados como fortes e duradouros. Nao
podem ser derretidos, de tal modo que nao é possivel alterar a fabricacao. Contém aditivos
adicionais para a obtencao de uma qualidade superior. Por Gltimo, os elastomeros sdo

polimeros de borracha de cadeia longa, que possuem propriedade elastica.

Neste trabalho pretende-se estudar embalagens plasticas, sendo que tanto a tampa como a

embalagem, pertencem a classe de plasticos termoplasticos semi-cristalinos.

Plasticos
Termoplasticos Termofixos Elastomeros
Semi-cristalinos Amorfos

Figura 3: Tipos de plastico.™

1.1.1. Avaliacdao da compatibilidade de cosméticos com a

embalagem primaria

De acordo com a Diretiva de Cosméticos da Unido Europeia'' entende-se que, cosmético €
“qualquer substancia ou mistura destinada a ser posta em contacto com as partes externas
do corpo humano (epiderme, sistemas piloso e capilar, unhas, labios e 6rgdos genitais
externos) ou com os dentes e as mucosas bucais, tendo em vista, exclusiva ou principalmente,
limpa-los, perfuma-los, modificar-lhes aspeto, protegé-los, manté-los em bom estado ou

corrigir os odores corporais”."
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Embora este tema seja considerado relevante em todo o sector farmacéutico, incluindo o dos
produtos cosméticos, ainda se encontram por definir protocolos de estudos de ensaios de
extraiveis e lixiviaveis adaptados para esta tipologia de produtos. Efetivamente e de acordo
com o Regulamento 1223/2009'2 dos produtos cosméticos bem como a opinidao do Comité
Cientifico da Seguranca dos Consumidores (SCCS)'3, as embalagens comercializadas para o
embalamento primario de produtos cosméticos devem evidenciar seguranca com base no

critério de “Food grade”, ou seja, de compatibilidade alimentar.

De tal modo que, a selecao do material para estes sistemas € frequentemente baseada nas
recomendacdes dos fabricantes das embalagens, que confirmam estes de acordo com as

normas alimentares.

Neste sentido, a avaliacao de seguranca desta tipologia de embalagens nao foi ainda definida
com base em critérios especificos e alinhados com as caracteristicas fisico-quimicas de

produtos cosmeéticos.

1.1.2. Extraiveis e lixiviaveis em medicamentos

Qualquer acao que modifique a composicao da formulacao pode afetar negativamente o
beneficio terapéutico derivado do medicamento, direta ou indiretamente.
Uma dessas agoes € o contacto que ocorre entre o produto e o sistema a que esta associado,
0 que possibilita a ocorréncia de interacées entre o produto e os materiais de construcao do
sistema. Como resultado desta interacao podem ocorrer mudancas significativas no produto,
ou até mesmo no sistema, sendo esta Ultima menos frequente. Uma mudanca no produto
farmacéutico pode-se manifestar de diferentes maneiras, mas na maioria dos casos, a
principal causa da interacdo € a modificacdo da composicao do produto. Esta alteracdo pode
afetar a capacidade de produzir o resultado terapéutico desejado. As alteracdes na
composicao podem ser aditivas, como é o caso da acumulacao de uma substancia no produto
farmacéutico, ou entao podem ser redutivas, como € o caso da absorcdao de um ingrediente
do produto farmacéutico pelo sistema. No caso da interacao aditiva, a substancia adicionada
pode exercer uma influéncia indesejavel, como por exemplo®:

e Reducao na estabilidade do produto;

e Alteracao do perfil de impureza do produto;

e Inativacao de ingredientes ativos;

e Falha na adequacao dos padrdes de qualidade estabelecidos para o produto;

e Desenvolvimento de efeitos estéticos indesejaveis, como por exemplo, cheiro, sabor,

descoloracao;
e Aumento do risco para a salude ou para o bem-estar do paciente;

e Interferéncia no teste do produto.
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Existem dois aspetos a considerar relacionados com a interacao redutiva. Caso o ingrediente
perdido tenha sido a substancia ativa do medicamento, entdo considera-se relevante para o
seu uso a adaptabilidade, a poténcia e a eficiéncia do produto. Contudo, caso a perda seja
de um excipiente (componente do produto que nao produz o efeito terapéutico), deve-se ter

em conta a estabilidade quimica e fisica do produto.’®

Como forma de avaliar a compatibilidade do material com o medicamento ou com a
substancia ativa procede-se ao estudo de extraiveis e lixiviaveis. A extensdo e a concecao
destes estudos dependem, respetivamente do estado fisico da substancia ativa e da forma
farmacéutica do medicamento. Para substancias ativas solidas e formas de dosagem sélidas,
o risco de interacdo é baixo e geralmente nao requer um estudo de interacdo entre o
contelido e a embalagem. Para formas de dosagem solidas destinadas a inalacdao ou ao uso
parenteral, e a produtos liofilizados, pode ser necessario realizar estudos de interacdo entre
o material de embalagem e os componentes da formulacao. Quando sdo substancias ativas
nao sélidas e formas farmacéuticas liquidas, o risco de interacao requer estudos abrangentes

e adequados especificamente para cada substancia ativa ou formulacéo. '

Os estudos de extraiveis e lixiviaveis devem avaliar as caracteristicas funcionais criticas do
sistema de embalagem ou de entrega e assegurar que nao ocorrem alteracoes significativas,
de forma a evitar uma menor qualidade da substancia ativa ou do medicamento. Estes estudos
baseiam-se na exposicdo de uma amostra do material a um solvente apropriado, sob
condicOes de stress, de forma a aumentar a taxa de extracao. A natureza e a quantidade das

substancias extraidas devem ser listadas na especificacdo do material de embalagem.™

Assim, os principais pontos a serem considerados neste estudo sao: o nimero de componentes
e tipos de materiais que devem ser testados, e os solventes que devem ser usados nas
extracdes. As amostras que sao estudadas, quanto aos lixiviaveis, incluem as espécies
identificadas durante o estudo de extracao e quaisquer novas espécies encontradas durante

o estudo de lixiviaveis.8

Os estudos de migracdo durante o desenvolvimento das embalagens sdao necessarios quando
existe uma ou mais espécies de extraiveis resultantes dos estudos de extracdo. Nestas
situacoes, deve ser demonstrado que, em condicOes representativas da utilizacao prevista,
as substancias nao migrardo em quantidades que alterem a eficacia e a estabilidade da
substancia ativa ou do medicamento ou que apresentem um risco toxicologico. Os testes
devem ser realizados em pelo menos um lote da substancia ativa ou do medicamento,

conforme apropriado.™
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As impurezas elementares sdao analisadas e quantificadas por métodos analiticos, como por
exemplo, por espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) e
cromatografia gasosa acoplada a espetrometria de massa (GC-MS).8

Normalmente, a viabilidade do método s precisa de ser demonstrada antes de iniciar os
estudos. Esta viabilizacdo vai garantir que o produto farmacéutico, sob investigacdo, nao
provoca efeitos de matriz inibitoria, e que os extraiveis poderao ser recuperados da matriz
da amostra, evitando assim um novo estudo e consequentemente uma nova validacao do

método.8

Devem ser fornecidos dados toxicologicos para os extraiveis e lixiviaveis de todo o material
plastico utilizado em sistemas de fecho de recipientes, para substancias ativas ou
medicamentos, dependendo do seu nivel e da sua estrutura quimica. Poderdao nao ser
necessarios dados toxicoldgicos, caso o material plastico ou os aditivos utilizados estejam
descritos na Farmacopeia Europeia, na Farmacopeia de um Estado-Membro ou se tiverem sido
aprovados para a utilizacdo em embalagens de alimentos. Sao necessarias informacoes
toxicoldgicas para materiais plasticos nao registados/publicados e para aditivos utilizados em
sistemas de fecho de recipientes de medicamentos destinados a inalacao, ou a administracao
parenteral ou oftalmica, mesmo quando estes sao aprovados para o uso em embalagens de

alimentos. "

Para que seja possivel avaliar toxicologicamente os extraiveis e lixiviaveis, é necessario
determinar o limite de preocupacao de seguranca (SCT) para o produto sob investigacao. Dois
fatores que tém um impacto significativo no SCT s&o: a via de administracao e o grau de

contato entre a embalagem e o produto.?

Uma dose diaria total (TDI) de 0,15 pg dia™' é usada como o SCT para formas de dosagem de
medicamentos nasais e inalados oralmente (OINDP) tal como indicado na Tabela 1, sendo
consistente com a recomendacao do grupo PQRI, que corresponde ao SCT de alto risco.
Enquanto uma TDI de 1,5 pg dia’' é usado frequentemente para as formas parentais,
oftalmicas e outras formas de dosagem, que corresponde ao SCT de baixo risco. Desta forma
podem-se encontrar limites mais elevados, devidamente justificados em casos onde os

medicamentos nao sao usados para usos cronicos, com base na orientacao da norma ICH M7.7

Tabela 1: Dose diaria aceitavel para impureza individual (adaptacao de Broschard, T. H. et al’)

Duracgéo do tratamento <1 més >1-12 meses >1-10 anos >10 anos

Dose diaria [ug dia'] 120 20 10 1,5
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Como se verifica na Tabela 2, para atribuir o risco de espécies lixiviaveis ao produto
farmacéutico sob investigacdo, a Food and Drug Administration (FDA) desenvolveu a seguinte
matriz: produtos farmacéuticos como aerossodis e injetaveis tém o maior risco associado,

enquanto comprimidos e capsulas orais tém o menor risco associado.?

Tabela 2: Limite de preocupacao associado com a via de administracao em funcao da probabilidade de

interacao entre componente de embalagem e forma de dosagem?®

Probabilidade de interacdo entre o componente da embalagem e a forma

de dosagem
Limite de
preocupacao
associado a Alto Médio Baixo
via de
administracao

Aerossois e solucdes de
inalacao
Injecoes e suspensoes
injetaveis
Solucdes e suspensoes
oftalmicas
Elevado Pomadas e adesivos -- --
transdérmicos
Aerossois e sprays nasais

Pos esterilizados
Pos de injecao -
Pos de inalacao

Mais elevado

Comprimidos

< e orais
Solucdes e suspensdes topicas . . .
. e ea . . Pas topicos Capsulas orais
Baixo Aerossois topicos e linguais , . .
~ - . Pos-orais Capsulas de
Solucdes e suspensoes orais .
gelatina mole
oral

1.1.3. Migracao em materiais em contacto com os alimentos

A qualidade dos produtos alimentares esta diretamente relacionada com fatores quimicos,
fisicos e biologicos, que atuam no alimento durante o intervalo de tempo entre a sua
producao e o consumo. De forma a manter a qualidade dos produtos alimentares, as
embalagens devem possuir a capacidade de atuarem como barreira fisica de protecédo para o
produto, contra o contacto direto com o meio ambiente, de modo a evitar possiveis
contaminacdes, manuseamentos inadequados e até perdas de caracteristicas proprias do
produto. Para além desta capacidade, a embalagem deve também ser resistente e evitar a
cedéncia de elementos da sua composicao (mondmeros, aditivos, corantes, tintas de
impressao e vernizes) ao alimento durante o processamento e/ou armazenamento do mesmo.
O critério utilizado para garantir a seguranca dos produtos alimentares embalados esta
relacionada com as interacdes entre a embalagem e o produto, durante o periodo anterior

ao uso final pelo consumidor.' A preocupacao relativa aos problemas toxicos que resulta da

8
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interacao da embalagem com o alimento aumentou a partir do momento em que a populacao

comecou a ingerir mais alimentos embalados. >

Quando se trata de exposicoes a curto prazo, a migracao de componentes da embalagem
apresenta niveis baixos, de tal forma que nao se observa qualquer resposta biologica. Porém,
apos longos periodos de ingestao de alimentos contaminados, poderao ocorrer manifestacoes

toxicas, sendo estas, as vezes de dificil detecdo."

A maior parte dos testes que sao efetuados nas embalagens de alimentos sao designados como
testes de migracao, e estes permitem avaliar a quantidade de substancias que poderao migrar
da embalagem para o alimento, podendo também permitir a determinacao de algumas dessas
substancias. Desta forma, os testes de migracdo tentam simular, ao maximo, as condicoes as
quais as embalagens e os alimentos poderao ser submetidos, em funcao do tipo de alimento,
tempo de contacto e temperatura. Os estudos de migracdao devem avaliar a substancia

quimica que migrou da embalagem para o alimento, de forma qualitativa e quantitativa.’

1.2. Objetivos

O objetivo deste trabalho é o desenvolvimento de um procedimento para avaliacdo de
extraiveis e lixiviaveis presentes numa embalagem de produtos cosméticos. Para a
implementacao deste, recorreu-se a metodologias utilizadas habitualmente em embalagens

alimentares e em embalagens de produtos farmacéuticos.

Como tal, foi necessario recorrer a uma revisao bibliografica das principais normas usadas
para a avaliacdo da migracao em materiais em contacto com os alimentos, dos principais
principios e metodologias usadas em estudos de extraiveis e lixiviaveis em embalagens

farmacéuticas.

O protocolo experimental foi baseado nos protocolos padrao utilizados em embalagens

farmacéuticas e alimentares.
1.3. Estrutura da dissertacao

A presente dissertacao encontra-se organizada em 6 capitulos, os quais sdao descritos em

seguida.

No Capitulo 1 é efetuado o enquadramento do tema, dando énfase aos desenvolvimentos
tecnolégicos dos materiais e objetos de matéria plastica na industria farmacéutica e na

indUstria alimentar. E também feita uma introducdo aos estudos de extraiveis e lixiviaveis
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efetuados na primeira e aos estudos de migracao relativos a induUstria alimentar. Sao
mencionadas algumas caracteristicas, formas de avaliacao e critérios, finalizando com os

objetivos do trabalho e a respetiva estrutura da dissertacao.

No Capitulo 2, fez-se um desenvolvimento tedrico, pormenorizado aos extraiveis e lixiviaveis
das embalagens, e é feita uma abordagem aos seus limites de seguranca em materiais e
objetos em contacto com produtos farmacéuticos. Desenvolve-se ainda os estudos de
migracdo efetuados em embalagens em contacto com alimentos. O desenvolvimento é
realizado, tendo em conta as normas internacionais, onde sado abordadas varias

recomendacdes e pontos criticos a ter em consideracdo nestes estudos.

Os métodos analiticos e materiais utilizados na parte laboratorial, sao descritos no Capitulo
3 desta tese. Inicialmente, estudou-se a embalagem tendo em conta as normas utilizadas nas
embalagens em contacto com os alimentos. Desta forma, fez-se um estudo de migracao
global, no qual se estudou a quantidade de componentes que sao transferidos do material em
estudo para o solvente ou para o simulador alimentar. A segunda parte, consistiu no estudo
de extraiveis na embalagem, ou seja, na identificacao e avaliacdo dos compostos que sdo
transferidos da embalagem, com recurso a técnicas analiticas. Assim, neste capitulo é feita
uma compilacdo de métodos e condicdes usadas em estudos de migracdo em materiais e
objetos em contacto com alimentos e estudos de extracao em embalagens e materiais

farmacéuticos.

0 caso de estudo e a metodologia utilizada, encontra-se no Capitulo 4, onde é feita uma
descricao das caracteristicas da embalagem. Neste capitulo estdo presentes os materiais e
métodos utilizados na avaliacdo da migracao global e do estudo de extraiveis. Também é

feita uma breve analise dos resultados obtidos.

No capitulo 5, encontra-se as conclusdoes e perspetivas futuras onde estdao incluidos os

resultados e a discussao dos mesmos.

Por Gltimo, no capitulo 6, é realizada uma breve apresentacdo do trabalho desenvolvido na

empresa Health Products Research and Development, Lda, durante o estagio.
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Capitulo 2

Extraiveis e Lixiviaveis
2.1. Conceitos

A FDA define extraiveis como compostos que podem ser extraidos de componentes plasticos,
elastoméricos ou de revestimentos do recipiente e do sistema de fecho quando estdo na
presenca de um solvente(s) apropriado(s), enquanto que os lixiviaveis sdo compostos que
derivam de componentes elastoméricos, componentes plasticos ou de revestimentos do

recipiente e do sistema de fecho, como resultado direto do contacto com a formulacao.’

Em suma, os extraiveis sdo entidades quimicas que derivam do recipiente e/ou dos
componentes do dispositivo, sob condicdes laboratoriais; enquanto, os lixiviaveis sao
entidades quimicas que derivam da embalagem e/ou dos componentes do dispositivo, sendo
que estas pertencem ao produto final do medicamento, e sob condicées de uso do paciente.
Portanto, e como podemos observar na Figura 4, os lixiviaveis, podem ser um subconjunto de
extraiveis ou podem estar correlacionados indiretamente com os mesmos, como por exemplo,
através de reacdes quimicas. Com isto, € possivel afirmar que todos os extraiveis podem ser

potenciais lixiviaveis.®

Extraiveis

Lixiviaveis

Figura 4:Relacao entre extraiveis e lixiviaveis.’
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Por norma os extraiveis nao estao presentes no farmaco, pois existem barreiras fisicas, como
€ o caso da embalagem primaria e secundaria, que impendem a migracdo destas entidades.
O componente primario da embalagem, é um componente de embalagem que esta em
contacto direto ou pode vir a estar em contacto com o produto (por exemplo, o saco
intravenoso). E o componente secundario da embalagem, é um componente que esta em
contacto direto com o componente primario da embalagem e que pode fornecer uma

protecao adicional para o produto (ex. invélucro protetor para um saco intravenoso).’

Em geral, os extraiveis e lixiviaveis podem ser divididos nos seguintes grupos: nao volateis,
volateis e semi-volateis, e inorganicos/elementares.® Apresentam-se exemplos de fontes
presentes nas embalagens que podem conter espécies lixiviaveis, segundo Alan Wood?®, sao os

seguintes:

Fabricacao:
e Filtros;
e Sacos de uso Unico;
e Tubo.

Componentes externos da embalagem primaria:
e Sistema de fecho de containers (frascos, tampas);

e Sistemas de uso Unico (seringas e bolsas intravenosas).

Componentes internos da embalagem primaria:
e Junta e anel O-ring;
e Valvulas;

e Molas.

Embalagem secundaria e terciaria:
e Etiquetas e adesivos;

e Tintas e corantes.

Segundo Alan Wood?, as espécies lixiviaveis que devem ser consideradas como parte de um
estudo de extraiveis e lixiviaveis incluem:

e Antioxidantes e estabilizadores;

e Revestimentos anti estaticos;

e Lubrificantes, agentes deslizantes e emulsificadores;

e Tintas e corantes;

e Agentes vulcanizadores;

e Monomeros residuais, espécies poliméricas e oligoméricas;
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e Ftalatos, nitrosaminas e hidrocarbonetos poliaromaticos (PAHSs);

¢ Elementos toxicos (mercdrio, chumbo, arsénico, cadmio).

De forma a permitir a avaliacdo da seguranca de extraiveis e lixividveis, existem diversas
etapas que devem ser seguidas. Na Figura 5, esta representado um esquema onde € possivel

verificar quais sdo os parametros decisivos para um estudo de extracéo e lixiviacao.

Por norma, podem ser realizados dois tipos de estudos. Um estudo relativo aos extraiveis,
que avalia o perfil de extraiveis dos componentes usados na fabricacdo, armazenamento e na
entrega dos farmacos. O outro relacionado com os lixividveis, que avalia as substancias
quimicas que lixiviam para o produto, durante o processo de fabricacao, armazenamento ou

de entrega.’”

A dimensdao da realizacdo destes estudos baseia-se no nivel de risco associado aos
componentes utilizados na fabricacdo da embalagem e a forma farmacéutica de um
determinado produto. Em alguns casos, pode-se usar a qualificacdo de extraiveis para

justificar a reducéo ou até mesmo a nao realizacao de estudos de lixiviaveis.”

Estudos de extracao

v

Estudos de Migracao ——

1 ou mais extraiveis

Niveis toxicologicamente
Seguros

Sim Nao
Podem ser omitidos os Necessario realizar estudo
estudos de lixiviaveis de interacao (lixiviaveis)

Figura 5: Esquema para os estudos de extracao, adaptado da diretriz dos materiais plasticos para

embalagens imediatas. ¢
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2.2. Limites de seguranca de extraiveis e lixiviaveis em

embalagens farmacéuticas

Em setembro de 2006, o PQRI submeteu um relatério a FDA dos Estados Unidos, intitulado
“Safety Thresholds and Best Practices for Extractables and Leachables in Orally Inhaled and
Nasal Drug Products”, que disponibiliza um raciocinio cientifico e uma metodologia que
permite identificar, quantificar e estabelecer a seguranca de lixiviaveis e/ou extraiveis em
OINDPs. Este relatorio é o resultado da colaboracao e do consenso entre cientistas da FDA e
tem como foco, os OINDP, que incluem MDIs, DPIs, solucdes de inalacao, suspensoes e sprays
nasais. As recomendacdes deste relatorio, vao desde a selecao de componentes, estudos de
extracao controlada, estudos de lixiviaveis, estudos de rotina de extraiveis e desenvolvimento

e aplicacdo de um limite analitico (o AET), baseado no limite de seguranca (o SCT).3

0 SCT € o limite minimo para o qual se considera que o extraivel ou lixiviavel apresenta uma
concentracao tao baixa considerando-se insignificante o nivel de preocupacao de seguranca,
no que diz respeito aos efeitos toxicos carcinogénicos e nao carcinogénicos e é
universalmente aplicado a um extraivel ou lixiviavel nao identificado. Assim, um composto
que tenha um nivel abaixo do SCT nao precisa de ser identificado. O limite de qualificacao
(QT) é o limite minimo de um certo extraivel ou lixiviavel conhecido ao qual a dose tera um
impacto minimo e aceitavel de seguranca, e o qual nao sera necessario ser considerado para
a avaliagao toxicoldgica, a ndo ser que este apresente uma relacdo estrutura-atividade (SAR)

preocupante.”"?

Estes limites foram desenvolvidos com base no reconhecimento de que (i) os limites de
seguranca baseados na ciéncia aplicaveis a diferentes classes de produtos quimicos podem de
facto ser desenvolvidos e utilizados em outras configuracées (por exemplo, contato com
alimentos, e com o meio ambiente) e (ii) a tecnologia analitica atual permite a detecao de

niveis vestigiais de quimicos, da ordem do pico-grama.’

Os limites analiticos permitem orientar o usuario para que este saiba quais os compostos
presentes no perfil lixiviavel que devem ser considerados para avaliacdo quimica e do
potencial de seguranca. O SCT esta, portanto, diretamente ligado ao AET, mas nao é um
limite de qualificacdo de seguranca. O AET, € o oposto do QT, ou seja, € um limite de
identificacao para um extraivel desconhecido. O objetivo do desenvolvimento do SCT foi com
o intuito de ser aplicado como uma ferramenta para iniciar um processo de identificacao e

pesquisa.’

O AET para extraiveis, é determinado pela conversao do SCT de exposicdo diaria, para

quantidade por unidade. Tal pode ser feito através da configuracao do farmaco, como por
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exemplo, pode ser usada a dose maxima recomendada por dia. O valor resultante ira
corresponder ao “AET Esperado”, o qual para o caso de extraiveis, &€ necessario ser ajustado,
através de um fator de incerteza, de forma a conceber o “AET Final”. Este fator de incerteza

tem em ponderacao dois aspetos: a resposta analitica para cada composto, tendo em conta

o método que ira depender da natureza do composto; e que_nao é possivel determinar a

concentracao de cada composto individualmente no perfil, com os padrées de referéncia
auténticos. O processo recomendado para a determinacao do AET é o seguinte?:

e Conversao do SCT (0,15pg dia™! para um lixiviavel organico) para um AET Esperado (por
exemplo, pg de vaselina por um lixiviavel organico no MDI) tendo em conta a dose e
outros parametros especificos;

e Conversao do AET Esperado de lixiviaveis para o AET Esperado de extraiveis (por
exemplo, pg g de elastomero para um extraivel organico), tendo em consideracao os
parametros do recipiente;

e Localizacdo do AET Esperado dentro de um perfil de extraiveis ou lixiviaveis, utilizando,
por exemplo, como auxilio o cromatograma obtido por GC-MS de ionizacao;

e Avaliacdo da incerteza da técnica analitica;

e Conversao do AET Esperado para o AET Final.

Os limites baseados nas informacdes estruturais tém sido tipicamente desenvolvidos pelos
principios estabelecidos por Cramer. Com base nas relacdes quantitativas entre SRA, a
classificacao de Cramer é um processo que classifica os compostos em trés classes’:
e Classe I: sao estruturas quimicas simples com modos eficientes de metabolismo,
sugerindo um baixo grau de toxicidade;
e Classe ll: sdo substancias intermediarias as classes | e lll;
e Classe lll: correspondem as substancias que nao possuem indicios fortes de seguranca,

ou indicacao positiva de toxicidade.

Assim, os extraiveis podem ser classificados em dois grupos, “extraiveis para os quais existem
suficientes dados toxicologicos Uteis e crediveis publicados, que permite realizar uma
avaliacdo de seguranca rigorosa”, e “aqueles extraiveis para os quais nao existem dados

toxicologicos suficientes e crediveis para realizar uma avaliacdo de seguranca rigorosa”.'

A caracterizacdo dos extraiveis e lixividveis destes materiais € necessaria para a
determinacao da seguranca dos medicamentos. Como forma de ajudar a caracterizacao, as
diretrizes regulatorias incluem recomendacdes relativas a analise e avaliacao da seguranca
toxicologica dessas substancias.'®

Contudo, existe pouca consisténcia na concecado e execucao destes estudos e, embora sejam
guiados pelos bons principios gerais da ciéncia, ainda nao se sabe quais sdo os principios e as

praticas que refletem e estabelecem bons métodos e processos cientificos. '8
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2.3. Recomendac¢des e pontos criticos em extraiveis e

lixividaveis de embalagens farmacéuticas

Um dos pontos criticos, que o grupo do PQRI referiu e que é de extrema importancia, € que
quando se realiza pela primeira vez um estudo sobre os extraiveis, pode-se ter uma ideia
limitada do que procurar e quais as técnicas de extracdo e os métodos analiticos que devem
ser usados para a identificacdo e avaliacdo de possiveis lixiviaveis. Isto porque, em alguns
casos, o fornecedor do sistema de embalagem pode nao fornecer toda a informacao referente

a composicao e ao processamento da embalagem.

O grupo PQRI providenciou um exemplo geral de um processo de desenvolvimento
farmacéutico que se encontra ilustrado na Figura 6. Varios aspetos deste fluxograma sdo
importantes, em primeiro lugar, o selecionamento informado de materiais € uma parte critica
do processo de desenvolvimento. Quem for desenvolver OINDP deve entender, sempre que
possivel, a composicdo dos materiais € dos componentes do sistema de fecho de embalagem
e estar ciente das preocupacdes de seguranca representadas pelos potenciais lixiviaveis. De
forma a obter o conhecimento da composicao de materiais € necessario construir e manter
relacoes fortes e eficazes de comunicacdo com os fornecedores de materiais e
componentes.>’ Em segundo lugar, a Figura 6 mostra que o estabelecimento da seguranca
deve ser uma parte integral de cada estagio do processo, tendo inicio na selecao do material.
Aimplicacéo de testes toxicologicos por técnicos especializados era, em tempos, um processo
limitado para a avaliacdo e qualificacdo de lixiviaveis. O grupo de trabalho PQRI conclui,
contudo, que as informagoes sobre a seguranca devem comecar a ser reunidas nos primeiros
estagios e devem continuar integradas ao longo do processo. Esta abordagem ira permitir um
conhecimento prévio das potenciais preocupacdes de seguranca nos estagios de escolha de
material e ira permitir que os fabricantes tomem decisbes baseadas no conhecimento, em
relacao aos tipos de materiais a serem usados nos seus produtos. Essa abordagem ira também
diminuir o risco potencial de preocupacdao de seguranca em estagios tardios do

desenvolvimento do produto.3

Em terceiro, a Figura 6 mostra os limites analiticos e de seguranca que podem ser usados no
processo de desenvolvimento farmacéutico, e que podem ser aplicados na avaliacdo da
seguranca de extraiveis e lixividveis. Por Ultimo, os estudos controlados de extracao sao de
grande importancia para o processo de desenvolvimento farmacéutico, pois permitem o
conhecimento inicial de potenciais lixiviaveis, de preocupacdes de seguranca e do
estabelecimento de uma correlacao de extraiveis e lixiviaveis, que pode ser usada para gerir
a qualidade do produto final por via de testes de rotina de extraiveis com as especificacoes

e critérios de aceitacao apropriados.?
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Selecao de componentes e/ou

matérias primas +

Realizacao da avaliacao de
riscos com informacoes do
fornecedor

Algum ingrediente

individual apresenta
risco inaceitavel

Realizacao de estudos de

Sim

Existéncia de um
extraivel individual

extracao controlados em
componentes

L 4

Desenvolver e validar métodos

de extracdo para o controlo de
qualidade de rotina

L
Realizar estudos lixiviaveis em
medicamentos € em placebo

maior ou igual ao AET/
5CT?

Henhuma avaliacao de
seguranca adicional

Existéncia de um
lixiviavel individual

¥
Estabelecer correlacao entre
perfis de lixiviaveis e extraiveis

3
Estabelecer critérios de
aceitacao para lixividveis e
extraiveis

L

aior ou igual ao AETA

Reportar o lixiviavel a um
exame toxicologico para a
avaliacao de risco

5im

r
Reportar o extraivel a um
exame toxicologico para a
avaliacao de risco

r
Realizacao do processo de

qualificacao de seguranca

Figura 6: Processo de desenvolvimento farmacéutico para a avaliacdo de extraiveis e lixiviaveis em

OINDP.?

O mesmo grupo de trabalho PQRI, realizou estudos de extracao controlada baseados em

protocolos e simularam estudos de lixiviacdo usando artigos de teste de elastomeros e de

plastico, especialmente formulados e fabricados para uso deste grupo. Fizeram ainda a

otimizacdo e a validacao dos métodos analiticos para os estudos quantitativos de extracao

controlada, e também recolheram e avaliaram os dados produzidos a partir dos estudos de

extracao e de lixiviacdo. Os detalhes do processo de desenvolvimento farmacéutico para

lixiviaveis e extraiveis de OINDP sao diferentes entre empresas. No entanto, o processo

geralmente consiste na selecao de materiais para sistemas de embalagens, estudos de

extracao controlada, estudos de lixiviacdo, classificacdo da seguranca de lixiviaveis, e as
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vezes de extraiveis, e testes de rotina de extraiveis com estabelecimento de especificacdes
e de critérios de aceitacao para extraiveis e lixiviaveis. Dentro da selecdo dos componentes
dos sistemas de embalagem dos medicamentos OINDP, existem componentes de embalagem
primaria, que sao definidos como aqueles que estao, ou podem estar, em direto contato com
a formulacao, e componentes de embalagem secundaria, que sao definidos como aqueles que

nao estao ou nao estardo em contato direto com a formulacao. 3’

Existem diversas e potenciais fontes de extraiveis e lixiviaveis para os OINDP, portanto, é
crucial que uma equipa de desenvolvimento farmacéutico obtenha o maximo de informacéao
sobre a composicao e sobre os processos de fabricacao para os componentes “criticos” do
OINDP. Estes componentes “criticos” sao definidos como sendo aqueles que estdo em contato
direto com a formulacao, como por exemplo a boca do paciente, ou que possam afetar a
funcionalidade do dispositivo. Dessa forma, os fabricantes devem trabalhar em estreita
colaboracao com os fornecedores dos componentes e das embalagens para alcancar o devido
entendimento. Idealmente, os fornecedores, sob acordos, deverao compartilhar com os
fabricantes os ingredientes especificos e as quantidades relativas desses mesmos
ingredientes, nos componentes e nos materiais de embalagem. Esta troca de informacoes é
extremamente importante, pois permite a avaliacdo antecipada de riscos sobre possiveis
problemas de seguranca.? Nesse sentido, as avaliacdes de seguranca feitas durante a selecao
de materiais, vao permitir aos fabricantes uma selecao de informacao dos mesmos, baseada
no risco para o uso nos medicamentos, no inicio do processo de desenvolvimento, diminuindo
assim o risco das possiveis preocupacdes de seguranca que possam aparecer no
desenvolvimento ou até mesmo apos a comercializacdo da embalagem. Para a realizacao dos
testes, o grupo de trabalho teve a sua disponibilidade um elastobmero processado com

enxofre, dois elastomeros processados com perdxido e um polipropileno.3”

Algumas das recomendacdes deste grupo, relativas as melhores praticas para os estudos de
extracao controlada de OINDP, sao:

e Efetuar uma extracao rigorosa com multiplos solventes de polaridade variavel;

e Incorporar multiplas técnicas de extracao;

e Incluir uma preparacao cuidadosa da amostra com base no conhecimento das técnicas

analiticas utilizadas;

e Utilizar multiplas técnicas analiticas;

e Incluir um processo definido e sistematico para a identificacdo de extraiveis individuais;

e Otimizar as técnicas e os métodos de extracao;

e Rever as informacodes do fornecedor que descrevem a formulacao dos componentes;

e Devem ser baseados e guiados pelos limites AET dentro de um limite de risco de

seguranca aceite.
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Como ultimo passo no processo de identificacdo, os autores assinalam que se deve realizar
uma comparacao dos perfis dos produtos extraiveis, do estudo de extracao controlada com
as informacdes do fornecedor sobre os ingredientes dos componentes. Esta comparacao
permite a identificacdo dos extraiveis que podem ou ndo estar compreendidos nas
informacdes do fornecedor; considerar se os métodos de extracao e de analise sao ou ndo
apropriados para um certo material e; por Gltimo, permite entender se alguns dos compostos

foram consumidos no processo de fabricacao dos materiais.>’

A Tabela 3 indica como é que os dados referentes a GC-MS e LC-MS, podem ser atribuidos as
“Categorias de Identificacao”. Esta identificacao, que se encontra na Tabela 3 pode ser usada
para designar termos descritivos como: confirmado, confiante ou experimental.?

Assim, uma identificacao confirmada, significa que as categorias de identificacao A, B (ou C)
e D (ou E) foram atendidas. Uma identificacao confiante, significa que existem dados
suficientes para excluir todas, exceto as estruturas mais relacionadas. Uma identificacao
experimental, significa que os dados obtidos sao consistentes apenas com uma das classes de

molécula.?

Tabela 3: Identificacdo das categorias para elucidacdo da estrutura de extraiveis e lixiviaveis por GC-

MS e LC-MS
Categoria Dados de apoio a identificacdo
A Comportamento relativo a fragmentacao por espetrometria de massa
B Confirmacao do peso molecular
(o Confirmacao da composicao elementar
D 0 espectro de massa corresponde a biblioteca automatizada ou ao espectro da
literatura
E O espectro de massa e o indice de retencao cromatografica correspondem a

amostra genuina

2.4. Regulamentacao e limites relacionados com as

embalagens em contacto com alimentos

Ao longo dos anos, tém sido estabelecidos limites de migracao para muitas substancias na
area dos materiais em contacto com os alimentos, com o objetivo de controlar a exposicdo a
estas substancias e de proteger a salde humana. Estes limites, tém como base a avaliacao
do risco toxicologico dessas substancias e estdo abrangidos nos regulamentos dos materiais

em contacto com os alimentos. "’
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Para a realizacao desde trabalho foram analisadas as seguintes normas:

o EN13130-1:2004%°, descreve os métodos utilizados para a determinacdo da migracao
especifica de substancias do plastico para os alimentos ou para os simuladores
alimentares;

e EN1186-9:2002%', descreve os métodos de teste para a migracao global em simuladores
aquosos por enchimento do material;

e O Regulamento (UE) N° 10/2011 da Comissao'®, introduz regras separadas para as

condicoes de teste migracao global e migracao especifica.

E necessario realcar que as normas estipuladas no Regulamento (UE) N° 10/2011 substituem
as regras referidas nas normas EN13130-1:2004, publicada em 2004, e a EN1186-3:2002,
publicada em 2002. Além disso, ha legislacdo mais recentes e transicionais, sendo que o
regulamento de 2018/831 apresenta as ultimas alteracbes, tais como, adicoes a lista de
substancias autorizadas, que se encontram em vigor até 26 de junho de 2019. Apds esta data,
ird sair um novo regulamento com a atualizacdo dos materiais em contacto com os

alimentos.2?

Em suma, uma das primeiras regulamentacoes a ser concebida foi a norma 1935/2004, tendo
sido depois elaborados Regulamentos especificos de acordo com cada material usado em
contacto com os alimentos, como por exemplo, normas relativas a ceramica, ao plastico
reciclado, a celulose regenerada, entre outros. Sendo que nesta dissertacao apenas é revista

a regulacao relativa aos plasticos, ou seja o Regulamento (UE) N° 10/2011 da Comissao.??

O Regulamento 1935/2004 é aplicavel a todos os materiais de contacto com os alimentos,
incluindo materiais de empacotamento, utensilios de cozinha e equipamentos utilizados na
indUstria de processamento da comida.?? E aplicavel para todos os materiais regularizados e
nao regularizados a nivel europeu: plasticos, papel e cartao, vidro, metais, ceramicos, etc.
Dentro deste Regulamento, o Artigo 3 é o mais relevante, pois afirma que todos os materiais
e artigos devem ser fabricados de acordo com as Boas Praticas de Fabrico, de tal modo, que
nao ocorrera transferéncia de substancias para os alimentos em condicbes normais ou
previsiveis de uso. A transferéncia de substancias pode provocar alteracdes na composicao
dos alimentos, nomeadamente nas caracteristicas organoléticas e pode colocar a saude

humana em risco.22:23

As normas presentes no Regulamento (UE) N° 10/2011 da Comissao, abrangem as seguintes
categorias de materiais'®:

e Materiais constituidos exclusivamente por matéria plastica;

e Materiais compostos por varias camadas plasticas (multicamadas) unidas por adesivos ou

por outros meios;
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Camadas ou revestimentos de plastico, que formam juntas em tampas ou rolhas, que
constituem duas ou mais camadas de diferentes tipos de materiais;

Camadas de plastico em materiais de multimateriais multicamadas.

Os materiais também podem ter revestimento e/ou impressao, sendo que a camada de tinta

ou de revestimento deve ser tida em conta na migracao, de forma a cumprir os requisitos da
norma (UE) N°10/2011 e 1935/2004.%

As substancias autorizadas e listadas (mais de 900 substancias) no Regulamento (UE)
N°10/2011 sao":

Monomeros e outras substancias iniciadoras;

Aditivos, exceto corantes;

Adjuvantes de polimerizacao, exceto solventes;
Macromoléculas obtidas por fermentacao microbiana;

Metais selecionados, que estao descritos no Anexo Il do Regulamento (UE) N°10/2011.

Algumas das substancias autorizadas, mas nao listadas'’:

Adjuvantes de polimerizacao;

Corantes e solventes no fabrico de camadas de plastico;

Sais de aluminio, aménio, bario, entre outros;

Fendis ou alcoois autorizados;

Misturas de substancias que estao autorizadas, das quais ndo ocorrem reacdes quimicas
entre os componentes;

Substancias poliméricas naturais ou sintéticas de peso molecular superior a 1000Da,
exceto macromoléculas obtidas por fermentacao microbiana, usadas como aditivos;

Substancias nao intencionalmente adicionadas.

Estas substancias sdo autorizadas, uma vez que?%:

Sao adicionadas durante o processamento;
Normalmente nao se encontram na embalagem final;

Nao sao carcinogénicas, mutagénicas nem tdxicas para a reproducao.

Contudo, pode ocorrer adicao inesperada de certas substancias. Estas, sdo descritas na norma

como substancias ndo intencionalmente adicionadas (SNIA) e sdo em geral 2%

Impurezas;
Contaminantes;
Intermediarios;

Produtos de degradacao.
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O potencial risco para a saude advém da migracao, que corresponde a transferéncia de
substancias quimicas para os alimentos a partir do material plastico em contacto com os
alimentos. De acordo com o Regulamento (UE) N°10/2011 existem dois tipos de migracao: a
migracao global e a migracao especifica.’

Para a migracao global existe o limite de migracao global (LMG) que corresponde a quantidade
de substancias nao volateis que sao libertadas de um material para o alimento ou para o
simulador alimentar. O LMG corresponde a medicdo da inércia de um material plastico."
Relativamente ao valor do LMG, o Regulamento afirma que é possivel fabricar materiais
plasticos que nao libertem mais de 10 mg de substancias por dm? de area superficial do
material plastico, seguindo as boas praticas de fabrico. Caso a avaliacdo de riscos de uma
determinada substancia nao indique nenhum nivel inferior a este, este devera ser o limite

genérico para a inércia de um material plastico (LMG)."

De forma a obter resultados que sejam comparaveis na verificacdo do cumprimento do LMG,
os ensaios necessitam de ser realizados em condicdes normalizadas, ou seja, € necessario que
condicées como o tempo de ensaio, temperatura e o meio de ensaio (simulador alimentar)
representem as condicoes de utilizacdo previsiveis mais desfavoraveis do material ou objeto

de matéria plastica."

Para a migracao especifica existem dois limites, o limite de migracao especifico (LME) e o
limite de migracdo especifica total (LME(T)). O LME corresponde a quantidade de uma
determinada substancia libertada de um material ou objeto para os alimentos ou para os
simuladores alimentares, sendo que essa quantidade é a quantidade maxima para a qual a
substancia nao ira constituir um risco para a saude. A avaliacdo e identificacdo das
substancias é realizada com recuso a técnicas analiticas em alimentos ou em simuladores de
alimentos. Sao listadas substancias individuais, com limites baseados na avaliacdo
toxicoldgica.’®?? E o LME(T) corresponde ao valor maximo permitido para a soma de
substancias especificas que sao libertadas para os alimentos ou para os simuladores

alimentares, sendo expresso como o total do grupo de substancias.

Além desses limites também ha a Quantidade Residual por Area superficial em contacto com
o alimento (QMA), e para algumas substancias especificas existem valores tabelados.?

O Regulamento também afirma que, o LMG de 10 mg dm? para uma embalagem clbica que
contém 1 kg de alimento, resulta numa migracdo de 60 mg por kg de alimento. Para
embalagens pequenas em que o racio superficie/volume € maior, a migracao ira ser mais
elevada. De forma a verificar a mesma protecdo as embalagens de pequeno e de grande
volume, é necessario ter em conta casos especiais no que diz respeito aos lactentes e as
criancas, uma vez que o consumo de alimentos por kg de peso corporal é superior ao dos

adultos, visto que a sua alimentacédo nao é tao diversificada. Contudo, o Regulamento afirma
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que para os materiais destinados a embalar alimentos para lactentes e criancas, o LMG deve
estar ligado ao limite nos alimentos e nao a superficie de embalagem.'

Em derrogacao ao disposto no Regulamento (UE) N°10/2011, os materiais e objetos de
matéria plastica destinados a entrar em contacto com alimentos para lactentes e criancas
jovens, como definidos nas Diretivas 2006/141/CE** e 2006/125/CE?> da Comissao, ndo devem
ceder os seus constituintes aos simuladores alimentares em quantidades superiores a 60

miligramas de constituintes totais por quilograma de simulador alimentar.

Concluindo, para a fixacao de limites de migracao recorre-se ao pressuposto convencional de
que uma pessoa com um peso corporal de 60 kg consome diariamente 1 kg de alimentos e
que esses alimentos estdo embalados num recipiente cibico com 6 dm? de area superficial
que libertam a substancia. Para os recipientes que sejam muito pequenos ou muito grandes
existe uma grande divergéncia entre a area superficial e o volume de alimentos embalados
do pressuposto convencional; de tal modo que, a respetiva area superficial devera ser
normalizada antes de ser realizada a comparacao dos resultados dos ensaios com os limites
de migracdo. A partir do momento em que estejam disponiveis novos dados sobre as

utilizacoes de embalagens para alimentos, estas normas deverao ser revistas."’

Em relacao ao pressuposto convencional, de que uma pessoa consome diariamente 1 kg de
alimentos, deve-se ter em atencdo que cada pessoa ingere no maximo 200 g de gordura por
dia. Como tal, é necessario corrigir a migragcdo no que diz respeito as substancias lipofilicas,
gue apenas migram para a gordura. Esta correcdo de migracao especifica apresenta um fator
de correcao aplicavel as substancias lipofilicas, em conformidade com os pareceres do Comité

Cientifico da Alimentacdo Humana e da Autoridade."

2.5. Recomendac¢des no estudo de migracdao em embalagens

em contacto com alimentos

A diretiva 2002/72/CE aplica-se a materiais e objetos constituidos exclusivamente de matéria
plastica, e as juntas de plastico para as tampas, sendo que estas eram as principais utilizacoes
dos plasticos no mercado no passado. Todavia, na atualidade sao utilizados plasticos em

combinacao com outros materiais, sendo estes designados por materiais multicamadas. "

Portanto, os materiais e objetos de matéria plastica podem ser compostos por diferentes
camadas plasticas unidas por adesivos. Podem também, estar impressos ou revestidos por um
revestimento organico ou inorganico. Contudo, os adesivos, o revestimento e as tintas de
impressao, ndo sao compostas pelas mesmas substancias que os plasticos, logo devem ser
adotadas medidas especificas para estes. O principal componente estrutural dos plasticos é

um polimero, este € obtido através da reacao quimica entre monémeros e outras substancias
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iniciadoras. Muitas vezes, de forma a alcancar as caracteristicas especificas desejadas, sao

adicionados aditivos ao polimero.

0 Regulamento afirma que, uma vez que substancias com peso molecular superior a 1000 Da
nao costumam ser absorvidas pelo organismo e visto que, o polimero é uma estrutura que
apresenta alto peso molecular, este apresentara um potencial de risco minimo para a saude.
Assim, os potenciais riscos para a salde resultam das substancias iniciadoras que nao reagiram
ou que reagiram incompletamente, ou entao de aditivos de baixo peso molecular que podem
ser transferidos para os alimentos por migracdo a partir do material plastico em contacto
com os alimentos. Portanto, estas substancias devem ser submetidas a uma avaliacdo de
riscos e devem ser autorizadas antes de serem utilizadas no fabrico dos materiais e objetos

de matéria plastica."

Os plasticos podem ser fabricados a partir de outro tipo de reacdes quimicas, como € o caso
da reacdo entre estruturas macromoleculares naturais ou sintéticas e outras substancias
iniciadoras, dando origem a uma macromolécula modificada. Para esta reacao sao utilizadas
estruturas intermédias que nao polimerizam na totalidade, tal como macromoléculas
sintéticas. Tal como no caso anterior, os potenciais riscos para a salde tém origem na
migracdo de outras substancias iniciadoras que sdo utilizadas para a modificacdo da
macromolécula, que nao reagiram ou reagiram incompletamente, ou entao de uma
macromolécula que nédo reagiu na totalidade. Novamente, devem ser avaliados os riscos que
poderao resultar destas substancias iniciadoras, das macromoléculas utilizadas no fabrico de
macromoléculas modificadas, de forma a serem autorizados antes da sua eventual utilizagao

no fabrico de materiais e objetos plasticos."

Por ultimo, os plasticos também podem ser produzidos por microrganismos, através de
processos de fermentacao destes e de substancias iniciadores, sendo possivel criar estruturas
macromoleculares. Apos este processo, a macromolécula é libertada para um meio ou
extraida. Novamente os potenciais riscos estdao associados a migracao de substancias
iniciadoras que nao reagiram ou que reagiram incompletamente, aos produtos intermédios
ou subprodutos do processo de fermentacao. Neste caso especifico, o produto final devera
ser avaliado antes de ser autorizado para a utilizacdo no fabrico de materiais e objetos
plasticos. Em certos casos, os polimeros podem ser usados como aditivos, com o objetivo de
alcancar certas caracteristicas desejadas. Caso o aditivo polimérico seja idéntico a um
polimero que constitua o componente principal de um material plastico, pode-se considerar
o risco como avaliado, caso os monomeros ja tenham sido avaliados e autorizados. Pelo
contrario, nao se pode considerar como avaliado o risco do aditivo nos casos em que um
aditivo deste tipo nao seja idéntico a um polimero que constitua o componente principal de

um material plastico. Nessas situacoes, € necessario avaliar os riscos do aditivo polimérico
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no que diz respeito a fracdo com peso molecular inferior a 1000 Da, tendo este de ser

autorizado antes da sua utilizacao no fabrico de materiais e objetos plasticos. "

Também sao usadas substancias para iniciar o processo (por exemplo, catalisadores) e
controlar reacdes de polimerizacao (por exemplo, reagentes para a transferéncia de cadeias)
no fabrico de polimeros. Estes auxiliares possuem duas caracteristicas principais, sao
utilizados em baixas quantidades e nao sao esperadas no polimero final, portanto nao
deveriam ficar sujeitos ao processo de autorizacdo, sendo que os possiveis potenciais riscos
para a salde devem ser avaliados pelo fabricante, em conformidade com os principios

cientificos reconhecidos internacionalmente da avaliacao de riscos."

Nos Ultimos anos, tém sido desenvolvidos materiais de matéria plastica constituidos por
combinacbes de até quinze camadas de plasticos diferentes, com o objetivo de otimizar a
funcionalidade e a protecdo dos alimentos, reduzindo em simultadneo os residuos das
embalagens destinadas a entrar em contacto com alimentos. Neste tipo de materiais
multicamadas, as camadas poderao estar separadas dos alimentos através de uma barreira
funcional. Esta barreira, impede a migracdo de substancias que se encontram atras da
barreira para os alimentos. Portanto, podem ser utilizadas substancias que nao estao
autorizadas atras desta barreira, desde que sejam cumpridos determinados critérios e que a
sua migracao esteja abaixo de um limite de detecao especifico. Deve-se estabelecer um nivel
maximo de 0,01 mg kg nos alimentos para a migracao de uma substancia nao autorizada
através da barreira funcional, tendo em conta os casos especiais dos alimentos (como é o
caso dos lactentes) e a ampla tolerancia analitica para a analise da migracdo. Contudo, é de
realcar que, as substancias que nao devem ser usadas em materiais em contacto com os
alimentos sem serem previamente autorizadas, como no caso de substancias mutagénicas,
cancerigenas ou toxicas, também nao poderao ser usadas atras da barreira funcional. Assim
como todas e quaisquer substancias ou novas tecnologias (como é o caso das nanoparticulas)
nao devem ser usadas atras da barreira funcional, antes de primeiro serem avaliadas caso a
caso no que diz respeito ao potencial risco para a satude. Dado que estas camadas de plastico,
estao combinadas com outros materiais para os quais ainda nao existem medidas especificas,
nao é ainda possivel estabelecer requisitos para os materiais e objetos multimateriais
multicamadas finais na UE. Como tal, o Regulamento nao recomenda a aplicacao de limites
de migracao especificos nem um LMG, com a excecao do cloreto de vinilo mondémero, para o
qual ja existem restricoes. O Regulamento conclui que os Estados-Membros podem manter ou
adotar disposicdes nacionais para estes materiais, quando nao existem medidas especificas
que incluam a totalidade do material ou objeto multimateriais multicamadas, desde que

cumpram as regras do Regulamento.

Como no caso das embalagens de produtos farmacéuticos, deve ser disponibilizada as

autoridades competentes, documentacao de apoio em cada fase de fabricacao, que confirme
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a declaracao de conformidade. A demostracao de conformidade pode ser baseada no ensaio
de migracao, mas uma vez que estes ensaios sao complexos, dispendiosos e demorados, o
Regulamento aconselha o uso de calculos, incluindo a modelizacdo e outras analises, assim
como provas ou fundamentacdes cientificas, caso os respetivos resultados sejam tao rigorosos
quanto os resultados do ensaio de migracdo. Estes resultados serdo validos enquanto as

formulacdes e as condicoes de transformacao forem constantes. "

Quando se realiza ensaios em objetos como peliculas ou tampas, que ainda nao estao em
contacto com os alimentos, pode ndo ser possivel determinar a area superficial que esta em
contacto com um determinado volume definido de alimentos. Como tal, devem ser
estabelecidas regras especificas para a verificacdo da conformidade destes. De forma a
verificar a conformidade em determinadas condicdes, deve ser permitido a utilizacao de
métodos de determinacdo por aproximacao, sendo que a nao conformidade de um

determinado material ou objeto deve ser confirmada por um método de verificacao.

Podera ser necessario que o operador da empresa avalie o cumprimento de certas substancias
presentes em plasticos, que nao constem no Anexo | do Regulamento (UE) N°10/2011"°, em
conformidade com os principios cientificos que estdo reconhecidos internacionalmente.
Sendo que este cumprimento é referente ao Artigo 3 do Regulamento (CE) N°1935/2004%, o
qual faz referéncia as boas praticas de fabrico, ou seja, todos os materiais e objetos deverao
ser fabricados de tal modo que nao ocorra migracao dos seus constituintes para os alimentos,
em quantidades que possam representar um perigo para a salde, provocar alteracoes
inadmissiveis nas composices dos alimentos e/ou provocar deterioracao das caracteristicas
organoléticas do alimento." Certas regras dos ensaios de migracdo deverao ser atualizadas a
medida que ocorram novas descobertas cientificas. Para tal, as autoridades responsaveis pelo
controlo do cumprimento e a indUstria deverao adaptar os ensaios conforme as novas regras.
De forma a permitir esta adaptacao, foi estipulado que as regras atualizadas s6 serao

aplicadas a fim de dois anos ap6s a adocao do Regulamento. "

De forma a demostrar o cumprimento dos limites de migracao é necessario realizar ensaios
nos materiais em contacto com alimentos. Os testes devem ser realizados com a embalagem
em contacto com o alimento, contudo, esta abordagem é pouco pratica, pois, a concentracao
das substancias que migram é em geral baixa e muitas vezes a complexidade dos alimentos
pode interferir na quantificacdo da migracao. Devido a esta impossibilidade, utilizam-se
simuladores alimentares que funcionam como um meio de ensaio representativo dos
alimentos, sendo assim possivel reproduzir a migracao a partir dos materiais em contacto
com os alimentos. Os ensaios devem ser efetuados em condicdes de ensaio padrao, no que
diz respeito ao tempo e a temperatura de ensaio, que representam as piores condicoes de

utilizacdo do material em estudo."
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Concluindo, para que seja possivel provar que um material em contacto com os alimentos
cumpra os requisitos é preciso seguir os seguintes passos?%:

e Deve ser reunida uma lista completa de todas as substancias que sao usadas na producao
do material de contacto com os alimentos;

e Deve ser revista a Declaracao de Conformidade (DoC) do fornecedor;

e E necessario identificar se as substancias do material podem ser usadas, e para tal é
necessario verificar as listas de substancias autorizadas e as possiveis limitacoes de uso
aplicaveis;

o E necessario determinar quais s&o as condicdes de contacto do material com o alimento.
Sendo estas as seguintes, qual ou quais sao os tipos de alimentos que vao estar em
contacto com o material e quais sao as condicoes de tempo e temperatura durante o
uso deste material.

De seguida € necessario a elaboracao de um protocolo de conformidade para o material. Este
pode ser composto por testes de migracdo, calculo e modelacao do pior cenario possivel,
estudo de substancias ndo intencionalmente adicionadas e estudos toxicoldgicos.?

Por ultimo, deve-se demonstrar a conformidade das embalagens alimentares de acordo com

parametros da Good Manufacturing Practice (GMP).?
2.6. Analise Toxicoldgica

Apds a conclusédo do estudo de caracterizacao de extraiveis ou de um estudo de lixiviaveis, é
criada uma lista de substancias quimicas identificadas, como por exemplo, um perfil de
extraiveis ou lixiviaveis. De acordo com a metodologia proposta pelo grupo PQRI, qualquer
composto acima do AET deve ser identificado e descrito a um toxicologista para a avaliacao
especifica do produto. O AET pode ser determinado a partir de situagées que podem incluir
a populacao de pacientes (por exemplo, adulto e obeso), administracao da rota (por exemplo,
inalacdo), duracdao do tratamento (por exemplo, cronico), configuracdo da dose (por
exemplo, massa ou volume da formulacao) e duracao prevista de uso (por exemplo, periddico

ou uma so6 vez).”

Um perfil toxicoldgico de uma substancia inclui informacées sobre”:
e Toxicidade sistémica apo6s administracoes Unicas e repetidas;
e Tolerancia local, incluindo uma potencial irritacao e sensibilizacao da pele;
o Toxicidade reprodutiva ou de desenvolvimento;
e Genotoxicidade/mutagenicidade;
e Carcinogenicidade;

e Toxicocinética.
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Capitulo 3

Metodologia

3.1. Migracao global

Para a realizacao deste ensaio foram revistos protocolos e normas relativos ao estudo da
migracdo global em embalagens de produtos farmacéuticos e embalagens em contacto com
alimentos. Como tal, um dos primeiros passos foi decidir a abordagem de teste conforme o
material/embalagem em estudo. De acordo com as referéncias relativas as embalagens em
contacto com os alimentos, existem quatro métodos, o método de exposicdo por enchimento,

0 método de imerséo total, exposicao numa célula e exposicao numa bolsa.?’

Conforme a norma EN13130-1:2004%°, o método de exposicdo numa célula é utilizado quando

o plastico apresenta uma forma plana, como por exemplo em camada fina. O racio de
superficie por volume de certas células (célula do tipo A) é convencionalmente 6 dm? de area
de contacto com a comida por 1000 mL de simulador alimentar. Este método tem a vantagem

de reproduzir facilmente a geometria da amostra. O método de exposicdo numa bolsa é

utilizado em plasticos em forma de saco. O racio de superficie por volume é
convencionalmente 2 dm? de area de contacto com a comida por 100 mL de simulador

alimentar. O método de exposicdo por enchimento é utilizado em materiais em forma de

contentores, como por exemplo garrafas e tabuleiros. No entanto, este método deixa de ser
pratico quando se estuda materiais com grandes volumes, nestes casos podera ser utilizado

materiais em forma de contentores de menor volume. Por ultimo, o método de imersao total,

€ 0 método que apresenta a maior diferenca de todos, pois ndo possui restricoes em relacao
ao material ou objeto em estudo, contudo € um método mais complicado que os restantes,
uma vez que ambas as fases de superficie do material irdo estar em contacto com o
solvente/simulador alimentar, mas apenas a area de superficie da fase em contacto com o
alimento, sera utilizada para o calculo da migracao. No entanto, em casos em que o material

ou objeto é simétrico é possivel demostrar que o calculo de ambas é viavel.?°

Como segundo passo, procedeu-se a escolha de simulador alimentar e das respetivas
condic@es de uso. Os solventes de extracao devem ser apropriados para as formas de dosagem
e para os materiais que estdo a ser avaliados. Estes, devem de fornecer o pior perfil possivel
de lixiviaveis para a formulacao do medicamento sem a degradacao do material. Sdo muitas

vezes utilizados multiplos solventes, sendo um dos solventes o mesmo ou semelhante a
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formulacéo do produto farmacéutico.3 E desaconselhado usar solventes demasiado poderosos,

pois estes podem destruir os materiais dos componentes, criando um falso conjunto de

produtos extraiveis.® Estas regras também sao validas e tidas em conta para a migracéao

especifica.

Nos casos em que se trata de materiais e objetos em contacto com alimentos, os simuladores

sao selecionados conforme o tipo de alimento'®:

Os simuladores alimentares A, B e C sao atribuidos aos alimentos com caracter hidrofilico
e que podem extrair substancias hidrofilicas;

O simulador alimentar B deve ser utilizado para os alimentos com pH inferior a 4,5;

0 simulador alimentar C substitui os alimentos alcoolicos com um teor de alcool até 20%
bem como os alimentos com um teor importante de ingredientes organicos que os
tornam mais lipofilicos;

Os simuladores alimentares D1 e D2 sao utilizados para alimentos com caracter lipofilico
e que podem extrair substancias lipofilicas;

O simulador alimentar D1 deve ser usado para alimentos alcodlicos com um teor de
alcool superior a 20 % e para emulsoes de 6leo em agua;

0 simulador alimentar D2 usa-se para alimentos que contém gorduras livres a superficie.
0 simulador alimentar E destina-se aos ensaios de migracao especifica para alimentos

secos.

Contudo, é importante clarificar que os simuladores utilizados no Regulamento (UE)

N°10/2011 sofreram alteracdes em termos de caracterizacao, sendo que sao utilizados os

simuladores apresentados na Tabela 4 do Regulamento (UE) 2016/1416 da Comissao de 24 de

agosto de 2016%¢ que altera e retifica, apesar de que o que foi dito anteriormente em relacao

ao tipo de alimento e simulador ainda se encontra valido.

Tabela 4: Lista de simuladores alimentares?®

Simulador alimentar Abreviatura

Etanol a 10% (v/v) Simulador alimentar A
Acido acético a 3% (m/v)

Simulador alimentar B

Etanol a 20% (v/v) Simulador alimentar C

Etanol a 50% (v/v) Simulador alimentar D1
Qualquer oleo vegetal que contenha menos de

o . A A Simulador alimentar D2
% de materias nao saponificaveis

Poli (6xido de 2,6-difenil-p-fenileno),
granulometria Simulador alimentar E
60-80 mesh, dimensao dos poros 200 nm

Apos a escolha dos solventes foi realizada a selecao das condicoes de estudo.
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Para o ensaio de migracao global as amostras de material e os simuladores alimentares ou
solventes sdao expostos a condicbes, que sempre que possivel, representam as piores
condic@es de utilizacao do material em estudo.

Esta parte do ensaio foi baseada nas normas para os materiais e objetos em contacto com os
alimentos. Para estes existem condicoes padrao conforme o tipo de alimento em contacto. O
Regulamento (UE) 2016/1416 da Comissao Europeia?® apresenta sete condicées de ensaio
padrao, desde a condicao Overral Migration 1 (OM1) a OM7, estando representadas na Tabela
5, e duas condicoes de ensaio alternativas (alta temperatura), a condicao OM8 e OM9,
representadas na Tabela 6. Estas duas Ultimas condicdes, sao usadas quando o ensaio OM7

com o simulador D2 nao ¢é praticavel.?¢

Tabela 5: Condicdes de ensaio normalizadas?®

Condicéo do ensaio Condicdes de contacto com os alimentos

OM1 10 diasa 20 °C Condicoes de congelacao ou de refrigeracao.

Qualquer armazenagem de longo prazo a temperatura
ambiente ou inferior, incluindo a embalagem em condicoes
OM2 10 diasa 40 °C de enchimento a quente e/ou aquecimento até uma
temperatura T em que 70 °C < T < 100 °C durante um
periodo maximo de t = 120/2"((T-70) /10) minutos
Aquecimento até 70 °C durante 2h, ou até 100 °C durante
15 minutos, no maximo, mas que nao sejam seguidas de

OM3 2 horasa 70 °C \ .
armazenagem a longo prazo, quer a temperatura ambiente
quer sob refrigeracao.
Quaisquer condicdes de contacto que incluam enchimento a
quente e/ou aquecimento até uma temperatura T em que
OM4 1 horas a 100 °C 70 °C < T <100 °C durante um periodo maximo de t =

120/2" ((T-70) /10) minutos, mas nao sejam seguidas de
armazenagem de longo prazo a temperatura ambiente ou
sob refrigeracao.

2 horas a 100 °C ou em

OM5 refluxo ou Aplicagoes a temperaturas elevadas até 121 °C.
alternativamente 1 h a
121 °C
Quaisquer condicdes de contacto alimentar a uma
4 horas a 100 °C ou em temperatura superior a 40 °C, e com alimentos para os
OMé6 . L -
refluxo quais o ponto 4 do anexo lll atribui os simuladores A, B, C
ou D1
OM7 2 horas a 175 °C AplicacOes a temperaturas elevadas com alimentos gordos

que excedem as condicdes para o ensaio OM5.

O Regulamento afirma que certos ensaios podem abranger de igual forma as condicoes de
contacto para outros ensaios. Tal como no caso do ensaio OM7, que abrange as mesmas
condicoes de contacto descritas para os ensaios OM1, OM2, OM3, OM4, OM5; porém,
representa as condicoes de caso mais desfavoraveis para o simuladore alimentare D2 em
contacto com nao-poliolefinas. O ensaio OM5 abrange as mesmas condicées que 0s ensaios
OM1, OM2, OM3, OM4, mas representa as condicdes do caso mais desfavoravel para todos os
simuladores alimentares em contacto com poliolefinas. O ensaio OMé abrange as mesmas

condicdes que os ensaios OM1, OM2, OM3, OM4 e OM5, contudo representa as condicoes do

31



Desenvolvimento de procedimento para avaliacdo de extraiveis e lixiviaveis presentes em embalagens primarias de produtos cosméticos: uma
abordagem preliminar

caso mais desfavoravel para os simuladores alimentares A, B, C e D1 em contacto com néo-
poliolefinas. Por Gltimo o ensaio OM2 abrange igualmente as mesmas condicdes que as

descritas para os ensaios OM1 e OM3.%6

Tabela 6: Condicoes de ensaio alternativas?®

Abrange as condicbes de
contacto com os
alimentos descritos em

Condigdes de contacto com

Condicao do ensaio -
os alimentos

Simulador alimentar E

durante 2 horas a 175 °C OM1, OM3, OM4, OM5 e

OM8 Simulador alimentar D2 Para elevadas temperaturas OM6
durante 2 horas a 100 °C
Simulador alimentar E Para elevadas temperaturas,
QM9 durante 2 horas a 175 °C incluindo o a\rmazenamento OM1, OM2, OM3, OM4,
Simulador alimentar D2 prolongado a temperatura OM5 e OMé6
durante 10 dias a 40 °C ambiente

3.2. Ensaio de extraiveis

Para a realizacdo deste ensaio foi necessario escolher os solventes de extracdo, a técnica de
extracdo e o(s) método(s) analitico(s). Nesta etapa, o protocolo proposto pelo PQRI foi a
principal base teorica, além deste foram revistos alguns artigos de investigacdo que se

enquadravam dentro do tema dos Extraiveis e Lixiviaveis em embalagens farmacéuticas.

A recomendacao publicada pelo PQRI (“Safety Thresholds and Best Practices for Extractables
and Leachables in Orally Inhaled and Nasal Drug Products”) apresenta processos cientificos
para identificar, quantificar e estabelecer a seguranca bioldgica de Extraiveis e Lixiviaveis
em OINDP. Dentro desta estao protocolos experimentais e resultados que juntos estabelecem
as melhores praticas para a realizacao de estudos de extracao controlada, especificamente

relevantes para as formas de dosagem de OINDP.

0 estudo de extracao controlada, envolve um tipo de extracao por solvente, tipicamente uma
extracao por refluxo, soxhlet, sonicacdo e/ou extracdo em vacuo. Os solventes escolhidos
devem cobrir uma ampla gama de polaridades, de forma a garantir que os analitos nao polares
e polares sejam extraidos. As consideracdes para a selecao do solvente apropriado para a
extracao abrangem tanto a capacidade de extracao do solvente como a viabilidade da
detecao dos extraiveis dos solventes de extracao. A extracao por refluxo € uma abordagem
comum para a producao de extraiveis, onde as condicdes sao facilmente padronizadas, uma
vez que os pontos de ebulicao dos solventes de extracao permitem verificar a temperatura e
a pressao necessaria, ao contrario da extracao por Soxhlet, esta € um fenémeno de equilibrio.
Extracdo por Soxhlet € uma extracao continua de solido/liquido que envolve varios ciclos de
aquecimento do solvente, no qual existem trés parametros que podem ser modificados, o

nimero de turnover, o tempo e a temperatura de extracao.
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A sonicacgao utiliza a energia ultrassénica, de forma a aumentar a taxa de difusao de pequenos
analitos a partir de uma matriz sélida. Devem ser avaliadas as condicdes de equilibrio (assim
como na extracao por refluxo), contudo estas nao podem ser calculados a partir dos
parametros termodinamicos.

Por ultimo a extracao em vacuo, utiliza energia térmica de modo a facilitar o transporte dos
extraiveis de uma matriz solida. Esta extracao € um fenémeno de equilibrio e as condicoes

sdo de facil padronizacao.

Os solventes de extracao com composicao complexa poderao interferir com a detecao
cromatografica dos extraiveis, e de forma a evitar estas interferéncias sao preferencialmente
utilizados solventes simples e de elevadas purezas. Além disso, para a selecdo de solventes
devem considerar-se possiveis reacdes colaterais entre os solventes de extracao e os possiveis

extraiveis nos materiais. "

Para todas as extracoes, o peso da amostra da embalagem, volume do solvente de extracao
e os fatores de concentracao do extrato da amostra devem ser estabelecidos e ajustados para
que seja possivel detetar e identificar extratos individuais presentes ao nivel de 10 pg g™
(ppm). Extratos individuais podem ser detetados e identificados em niveis mais baixos caso o
método analitico usado seja capaz de atingir tal sensibilidade. Em geral, o grupo PQRI
recomenda a utilizacao de 5 g de material ou objeto em estudo por 200 mL de solvente, sendo
que os valores podem ser alterados desde que a razdo se mantenha.?’

Para cada técnica de extracdo e tipo de solvente, devem ser preparados brancos apropriados
(sem amostra da embalagem em teste).?”

As técnicas analiticas usadas para analisar os extratos devem ser abrangentes de forma a

cobrir o maior nimero possivel de analitos.?

0 grupo PQRI faz uma listagem de diferentes solventes usados para a extracdao?’:
e Diclorometano;
e 2-propanol (IPA);
e Hexano (n-hexano);

e Solventes aquosos.

Como solventes aquosos, por norma sao usados?’:
e AguaapH 2,5 (mistura HCL/KCl);
e AguaapH9,5 (tampao fosfato);
e Agua/IPA razdo de 1:1.

O grupo de trabalho PQRI apresenta uma Tabela, que se encontra reproduzida na
Tabela 7, que demonstra quais os solventes de extracao que podem ser utilizados nos

diferentes tipos de materiais, como o polietileno (PP), polietileno de baixa densidade
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(LDPE), polipropileno (PE), policloreto de vinilo (PVC) e policarbonato (PC). Além
desta, também apresenta uma relacao entre o método de extracao e os diferentes

solventes, ilustrada na Tabela 8.

Tabela 7: Lista de material em funcao do solvente de extracao (adaptado do protocolo experimental
do grupo de trabalho PQRI?7/%%)

Aquosos Mistura Organicos Thermal
pH2,5 pH9,5 IPA/Agua  IPA  Hexano M
PP e LDPE Sim Sim Sim Sim Sim Sim
PC (2) Sim Sim Sim Sim Sim Sim
PVC (2) Sim Sim Sim Sim Sim Sim
Borracha Sim Sim Sim Sim Sim Sim
Rotlo/ sim Sim Sim Nao Nao Sim

(1): Por analise em Headspace

(2): Tanto por refluxo como por vacuo com a mistura IPA/Agua

Tabela 8: Método de extracdo em funcdo do solvente de extracdo (adaptado do protocolo

experimental do grupo de trabalho PQRI?®)

Aquoso Mistura Organicos
pH 2,5 pH 9,5 IPA/Agua IPA Hexano
Soxhlet Nao Nao Nao Sim Sim
Refluxo Nao Nao Sim (3) Sim Sim
Sonicacéo Sim Sim Nao Sim Nao
Em Vacuo Sim (1) Sim (1) Sim (2) Nao Nao

(1) Sob condicdes de autoclave (121 °C por 1 h).
(2) Armazenamento a 55 °C por 3 dias.

(3) Apenas usado nos materiais de PC e PVC.

3.3. Técnicas analiticas

De forma a analisar as amostras resultantes do ensaio de extracdo, € necessario utilizar
métodos analiticos validados. A Figura 7 exemplifica a estratégia analitica utilizada

normalmente.?
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Figura 7: Abordagem generalizada dos métodos analiticos para analise de amostras de Extraiveis e
Lixiviaveis.?

A analise por LC-MS permite a analise de espécies maiores e nao volateis.?

A analise por GC-MS permite a analise de espécies volateis e semi-volateis.?

A analise de GC-MS headpsace é utilizada quando ha uma grande quantidade de espécies

volateis.?
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Capitulo 4

Caso de Estudo
4.1. Embalagens em estudo

Para este estudo foram disponibilizadas pela empresa Cosmopak-Industria de Cosméticos e
Embalagem SA, 50 embalagens novas, habitualmente utilizadas em produtos cosméticos
(frasco com tampa), com capacidade de 40 mL. O modelo do frasco é Chicago de 40 mL,
Ambar com boca de 16 mm, apresenta um peso de 6,5 g, altura de 69,0 mm+0,35 mm e
largura de 33,2 mm+0,25 mm. A tampa, corresponde ao modelo C3 preto com boca de 16mm,

tem uma altura de 22,3 mm+0,15 mm, um diametro de 21,7 mm+0,15 mm e um peso de 2,30

g.

Verificou-se, pela documentacao solicitada ao fornecedor, que o material do frasco era
composto por 99,72% de Politereftalato de etileno (PET) e 0,28% de RH DACHA AMBER 2.
Sendo que, o RH DACHA AMBER 2 pode conter em simultaneo ou individualmente, polimeros,
aditivos e colorantes (dentro dos LME(T)). Para o PET foram utilizados como mondémeros
basicos e aditivos substancias tais como, o acido isoftalico, etilenoglicol, entre outros.

A tampa apresenta uma composicao quantitativa de 99,21% de PP e 0,79% de UN0O052 BLACK.
Em relacao ao PP, este € composto por 99,5% m/m de polimero de 1-propileno e por aditivos
com propriedades anti-estaticas, adicionados de forma a conceder plasticidade, sendo estes
classificados como ndo perigosos. UN0052 BLACK apresenta na sua composicao substancias
como o acido acético e butadieno, e contém também colorantes que estido aprovados pela
FDA nos Estados Unidos. Toda a informacao referente a esta documentacao encontra-se no

Anexo |.
4.2. Migracao Global

Uma vez que se trata de uma embalagem do género de frasco com uma capacidade de 40 mL,

o procedimento experimental escolhido foi o0 método de exposicao por enchimento.?

Foram escolhidos trés solventes: acido acético 3%, etanol 10% e agua desionizada através de
um sistema de purificacdo (agua Milli-Q Tipo 1, resistividade de 18,2MQ cm™ a 25 °C, Direct-
Q® 3 UV Water Purification System). A escolha foi baseada nas especificacdes mencionadas
no Capitulo 3, acerca dos simuladores alimentares. Como condicdes de ensaio, foram

escolhidas duas condicoes de temperatura (20 °C e 40 °C, e duas condicoes de tempo de
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contacto (10 e 30 dias). A escolha das condicdes é justificada pelo tipo de embalagem e pela
sua utilizacdo esperada. Neste caso, como se trata de uma embalagem de cosméticos, espera-
se que esta seja usada no minimo de 10 dias e que seja armazenada em locais a temperatura

ambiente.

Como regra geral € necessario ter no minimo 200 mL de simulador para a realizacdo da
experiéncia. Além de que, para todas as embalagens deste género que contenham um volume
nominal inferior a 200 mL, é necessario utilizar mais do que uma embalagem para constituir
a amostra, tendo neste caso sido utilizadas cinco embalagens. A cada embalagem foi dado
uma referéncia de acordo com as caracteristicas da embalagem, Frasco Amber para Migracao
(FAMB001 a FAMBO0040). Foi efetuado um duplicado de um simulador para cada condicao,

tendo em conta o nUmero de embalagens disponiveis, como se pode verificar na Tabela 9.

Tabela 9: Condicoes de teste e embalagens utilizadas

Simulador Duplicado Embalagens Referéncia das
usadas Embalagens
Agua Milli-Q Néio 5 FAMB0O1 a
o \
w U n o ~ FAMBO11 a
%» o g Etanol 10% Nao 5 FAMBO15
cou I P .
o, Acido Acético . FAMB026 a
o
3% Sim 10 FAMBO35
" Agua Milli-Q Néo 5 FAMB006 a
o o FAMBO16 a
T 0 1
%» g Etanol 10% Sim 10 FAMBO25
c 2 - . <
S o Acido Acético Nao 5 FAMBO036 a
° 3% FAMBO040

Procedeu-se a preparacdo dos simuladores num baldo volumétrico de 1L, o Acido Acético 3%
foi preparado com acido acético glaciar (99,8-100,5%, AnalaR NORMAPUR®) e com agua
desionizada Tipo 1. O etanol 10%, foi preparado com etanol absoluto (Ethanol Absolute
Anhydre RPE) e com agua desionizada Tipo 1. Os trés simuladores foram colocados na
respetiva estufa (estufa 20 °C Thermostatically controlled incubators TC 135 S e estufa 40
°C Termaks Incubator Climate Chamber Series KB8000 L), conforme a condicao em estudo,

até atingirem a temperatura desejada.

ApoOs estarem a temperatura desejada, realizou-se o preenchimento das embalagens, e com
o auxilio de uma proveta mediu-se 40 mL de cada simulador para as respetivas embalagens.
Os frascos foram fechados com as respetivas tampas e colocados na estufa (20 °C ou 40 °C)
durante o tempo definido (10 dias ou 30 dias). Foi monitorizada diariamente a temperatura
das estufas, durante o periodo de teste de forma a garantir os critérios definidos (20 °Cx1 e

40 °Czx1), para a estufa de 40 °C a monitorizacao foi feita utilizando um data logger (EBRO,
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modelo EB1 20-T1) de registo de temperatura, que se encontrava dentro da estufa. Para a

estufa de 20 °C, a monitorizacao foi realizada pelo visor digital.

No final do tempo definido, realizou-se a evaporacao do simulador, sendo que esta abrange
trés passos. O primeiro passo consiste na preparacao dos cadinhos, para tal foi necessario
preparar dezoito cadinhos (trés cadinhos para a amostra e dois cadinhos para o branco) para
cada condicao, cada um deles foi identificado conforme o simulador e o contetdo (amostra
ou branco). Apos a sua identificacdo foram colocados numa estufa (VWR Dry Line DL53),
previamente aquecida, a 105 °C durante 30+5 minutos, monitorizacdo através do visor digital,
sendo o critério de 105 °C+2 °C. Passados os 30 minutos, os cadinhos foram retirados da
estufa e colocados no exsicador para arrefecerem a temperatura ambiente. Quando
arrefecidos, efetuou-se a pesagem numa balanca de precisao (VWR Collection Precision
Balance LP) e o registo das massas individuais. Depois da pesagem, voltou-se a repetir o ciclo
de aquecimento e arrefecimento até que as massas individuais consecutivas nao diferissem
mais do que 0,5 mg.

O segundo passo englobou a preparacao das amostras e dos brancos. Para a preparacao da
amostra recolheu-se as embalagens que continham o mesmo simulador (por exemplo, as cinco
embalagens de agua da condicdo 20 °C durante 10 dias) e o conteldo foi esvaziado para um
copo de 200 mL. Para a preparacao dos dois brancos, colocou-se 200 mL de simulador
previamente preparado nos respetivos copos de 200 mL.

0 terceiro e Ultimo passo, consistiu na evaporacao do simulador, para tal os cadinhos com o
respetivo simulador, foram evaporados numa placa de aquecimento. Para lavagem dos copos,
utilizou-se cerca de 10 mL do respetivo simulador preparado. Quando o solvente estivesse
praticamente evaporado, os cadinhos eram colocados na estufa, a 105-110 °C durante 3045
minutos, de forma a completar a evaporacao e a secagem do residuo. Apds os 30 minutos, os
cadinhos eram retirados da estufa e era procedido como no primeiro passo. Os cadinhos sao
entdo colocados no exsicador até arrefecerem. De seguida foi realizada a pesagem e o registo
das massas individuais, exibidas no Anexo Il. Tal como no primeiro passo, é necessario repetir
o ciclo de aquecimento e arrefecimento até que as massas individuais consecutivas nao

difiram mais do que 0,5 mg.

4.3. Ensaio de extraiveis

De acordo com o Capitulo 3, foram escolhidos como solventes de extracao o isopropanol (2-
Propanol, Supelco ®), agua com pH de 2,5 (HCl/KCl) e agua com pH de 9,5 (bicarbonato de

sodio/carbonato de sddio).

Como método de extracao, recorreu-se a sonicacao (VWR-Ultrasonic Cleaner, USC-TH), tendo
sido usadas as duas condicoes apresentadas na Tabela 10, em que os Unicos parametros

diferentes foram o tempo e o volume, com objetivo de ter mais resultados e verificar qual
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disponibiliza o melhor perfil de extraiveis. O protocolo da sonicacdao foi baseado no
procedimento descrito no apéndice do livro®, onde é utilizado no minimo 2 g de amostra, com
um racio de 20:1 de solvente para amostra. O Unico parametro ajustavel é o tempo, a
temperatura do banho deve ser ajustada utilizando gelo (0 °C) ou monitorizada utilizando um
termometro.® Como tal, agua do banho foi monitorizada com um termémetro, tendo sido
utilizada uma temperatura de 20 °C para este.

Para cada solvente foram realizados triplicados e os respetivos brancos.

Tabela 10:Parametros de Sonicacao

Tempo (minutos) Volume de solvente (mL) Amostra
20 Frasco
60
22 Tampa
40 Frasco
30
44 Tampa

Para a realizacao da extracao, a amostra foi cortada em pedacos e colocada no frasco para a
sonicacao. O frasco escolhido era de vidro, com uma capacidade de 50 mL e tratado com
acido nitrico antes da sua utilizacdo, tendo em conta o mencionado no Capitulo 3. O
tratamento consistiu no enchimento dos frascos com acido nitrico, mais ou menos até meio.
Os frascos eram agitados e mantidos em acido nitrico durante 3 horas, apos este periodo,

eram passados com agua desionizada e secos em estufa a 50 °C.

Como eram duas condicoes, foram preparadas duas solucdes de agua com pH de 2,5 e de agua
com pH de 9,5. Para a condicao de 60 minutos, foi preparado 250 mL destas duas solucodes, e
para a condicao de 30 minutos, foi preparado 500 mL. A solucao de agua com pH de 2,5, foi
preparada com HCl 37% (HCl 37%, AnalaR NORMAPUR®), KCl (KCl, >99%, GPR RECTAPUR®) e
com agua desionizada Tipo 1. E a solucao de agua com pH de 9,5, foi preparada com
Carbonato de Soédio Anhidro Granular (Sodium carbonate, anhydrous >99,5%, BAKER
ANALYZED®), Bicarbonato de Sddio (Sodium hydrogen carbonate 99,7-100,3% ACS, VWR

Chemicals BDH®) e com agua desionizada Tipo 1.

Para a preparacao das amostras para o ensaio, as embalagens foram cortadas com recurso a
uma faca estéril e as tampas foram colocadas diretamente no interior dos frascos. O peso da
amostra foi 2,00 g para a embalagem e de cerca de 2,20 g para a tampa. Apds sonificacao,
foi necessario retirar os pedacos do frasco e a tampa dos solventes, recorrendo a filtracao.
Na Figura 8 e 9 estao demostradas as amostras para as duas condicoes, onde se pode ver o

aspeto das amostras em funcdo do tempo de sonicacao: 30 e 60 minutos, respetivamente.
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Figura 9: Exemplo da amostra com a tampa e da amostra com o frasco para 60 minutos.

As solucdes de extraiveis para analise por cromatografia gasosa, foram preparadas com
diclorometano (gradient grade, for HPLC), no caso dos extratos aquosos e todas foram
evaporadas com recurso a um evaporador (Buchi Rotavapor R215). O volume final foi de 1 mL

em n-hexano (comercial, retificado).

Ap0s preparacao de todas as amostras nos respetivos vials, procedeu-se a analise por GC-MS

no laboratoério do Centro de Biotecnologia de Plantas da Beira Interior.

Todo o material usado, baldes e vials, foi previamente lavado com metanol (CHROMASOL,
gradient grade, for HPLC, 99,9%) e seco numa estufa a 50 °C (VWR Dry Line DL53).

4.4, Determinacdo dos Compostos Organicos Volateis dos

extraiveis

Os perfis volateis para amostras das embalagens de cosmético foram obtidos, em duplicado,
através de cromatografia gasosa acoplada a um espectrofotometro de massa (GC-MS SCION-
SQ 456 GC, Bruker), sendo que os parametros utilizados para o ensaio estao representados

na Tabela 11.
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A identificacao dos compostos volateis presentes nas amostras foi realizada através de:
e comparacao dos espetros de massa obtidos com os espetros de massa da biblioteca NIST
17 incluida no software do equipamento;
e comparacao dos espectros com os indices de Kovats experimentais obtidos de acordo
com uma série de alcanos injetada com o mesmo método que a amostra;

e comparacao com padroes (Sigma-Aldrich), para alguns compostos.

A quantidade relativa de cada composto foi expressa em percentagem da area relativa do

pico do composto relativamente a area total dos picos identificados na amostra.

Tabela 11: Exemplo de Parametros Operacionais, Analise de GC dos Extratos.

Parametro
. Valor operacional
operacional
Col Coluna capilar de silica fundida HP-5MS, com 30m de comprimento, 0,25mm
oluna

de diametro e 0,25pum de espessura (Agilent J&W GC Columns)

Inicio a 45 °C, com um aumento gradual de 3 °C por minuto até aos 175 °C,
Programa do , - ) )
s e até aos 300 °C com uma razao de aquecimento de 15 °C por minuto,
orno
mantendo-se nesta temperatura final durante 10 minutos

Gas de arraste e . )
Hélio, 1 mL minuto™

fluxo
Injecao 1 L, 1:50 split
Temperatura do
220 °C
injetor
Temperatura do
250 °C

detetor

4.5. Resultados Migracéao

De forma a apresentar os resultados, foi necessario, em primeiro lugar calcular a area
superficial de migracao em dm?, através da Equacédo 1. Uma vez que, a altura da embalagem
era 53,5+0,35 mm (altura que correspondia ao volume de 40 mL) e a largura era de 32,2+0,25

mm, foi necessario converter as unidades para dm.

A=LXh
(1)
Onde:

A é a area superficial
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L é a largura da embalagem

h é a altura da embalagem

Através da Equacao 2, calculou-se a massa do residuo em g:
mr = ‘m1 - mZ

(2)
Onde:
m, € a massa do residuo
m, é a massa do cadinho com amostra, valores apresentados no Anexo |l

m, é a massa do cadinho sem amostra, valores apresentados no Anexo I

Por ultimo, com os dados obtidos por estas duas equacdes, calculou-se a migracao global em

mg dm2, pela seguinte Equacao:

_m, x 1000
~ SXN
(3)

Onde:

M é a migracao global para o simulador, em miligramas por decimetro quadrado da area de

superficie da amostra
m, € a massa do residuo em g

S é a area da superficie da embalagem que esteve em contato com o simulador durante a

exposicao em decimetros quadrados
N corresponde ao nimero de embalagens usadas para cada simulador.

Para o ensaio da migracao global, foi estabelecido o limite de quantificacdo do método (LQ),
que corresponde a menor migracao quantificada na amostra que pode ser determinada com

precisao e exatidao. Este LQ foi estimado com base na incerteza da balanca utilizada.

Através do calculo da migracao global para cada amostra e condicdo foi possivel obter os
seguintes resultados representados na Tabela 12 e 13 (onde C1,C2 e C3 corresponde ao

cadinho um e assim sucessivamente).Contudo é de realcar, que em dois casos particulares, a
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assinalado na Tabela 12 e na Tabela 13, apresentam valores significativamente diferentes dos
restantes, pelo que nao foram considerados os resultados. Estes resultados poderao ser
devidos a alguma contaminacao que ocorreu durante o ensaio (por exemplo, acumulacao de

poeira). LQ corresponde a 0,1mg dm.
Tabela 12:Resultados da Migracao Global para a condicao de 20 °C a 10 e 30 dias

Migracao Global (mg dm?)
Simulador 10 dias a 20 °C 30 dias a 20 °C
C1 Cc2 C3 Média C1 Cc2 c3 Média

Acido Acético 0,7 6,4(*) 0,2 0,5 0,7 1,1 0,4 0,7

Acido Acético <LQ 0,4 0,2 0,3 <LQ 1,6 1,6 1,6

Duplicado
Agua Mili Q <LQ <LQ <LQ <LQ <@ <lQ 0,3 0,3
Etanol <LQ 0,6 0,2 0,4 Q@ 1,6 1,4 1,5

(*) Resultado excluido dos cdlculos por ultrapassar o critério de aceitacdo de 2 mg dm.

Tabela 13: Resultados da Migracao Global para a condicao de 40 °C a 10 e 30 dias

Migracdo Global (mg dm?)

Simulador 10 dias a 40 °C 30 dias a 40 °C
C1 C2 C3 Média C1 C2 C3 Média
Acido Acético 0,6 0,6 0,2 0,5 2,8 2,8 3,8 3,1
Agua Mili Q 1,2 1,0 1,4 1,8 2,1 2,5 1,9 2,2
Etanol 0,8 0,9 1,0 0,9 2,4 2,4 3,1 2,7

Etanol Duplicado 4,7(%) 1,3 0,3 0,8 1,8 2,8 1,5 2,0
(*) Resultado excluido dos cdlculos por ultrapassar o critério de aceitacdo de 2 mg dm=.

Verifica-se que os valores mais altos da migracao global foram registados na condicao de 40
°C durante 30 dias para todos os simuladores. Por outro lado, pode-se observar que os valores
obtidos para a condicao de 10 dias a 20°C, em comparacao com os resultados das amostras
mantidas a mesma temperatura, mas por um periodo de 30 dias, nao diferem
substancialmente, considerando que € permitida a tolerancia analitica de 2 mg dm™2 para os
trés resultados obtidos para cada condicdo. Estes, ndo devem variar mais do que o valor da

tolerancia analitica em relacado a sua média de acordo com a norma EN 1186-9:2002.
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4.6. Resultados da analise dos extraiveis

Os resultados correspondentes a analise dos compostos volateis provenientes das amostras
extraidas, apresentam-se nas tabelas 14 a 20. De acordo com os perfis cromatograficos
gerados, verificou-se um pico de tolueno proveniente do n-hexano, sendo que este esta
presente em maior ou menor concentracdo nao sé nas amostras, mas também nos brancos de
extracao (agua e isopropanol) e nos brancos de solvente.

Os compostos que apresentavam uma quantidade relativa inferior a 0,05%, estao

representados por *, e sao considerados compostos vestigiais.

Para as amostras (frasco e tampa) extraidas com os solventes de extracdo agua a pH 2,5 e
9,5, e respetivos brancos de extracao, o perfil cromatografico obtido foi o0 mesmo que o
apresentado para o solvente n-Hexano, indicado na Tabela 14. Nas amostras extraidas com o

solvente de extracdo agua a pH 2,5 e agua a pH 9,5 nao foi detetado nenhum composto.

Tabela 14: Identificacdo e percentagens relativas dos compostos volateis presentes no solvente n-

Hexano
Tempo de Composto Nome do Formula Grau de
Retencao % Composto Molecular confianca %
3,26 99,56 _ Tolueno C/Hg 97,80
Acido Acético,
4,07 0,07 éster butilico CeH120, 88,00
5,18 0,04 Etilbenzeno* CsH1o 90,70
5,39 0,04 Xileno* CgHyo 90,30
6,51 0,04 * -- --
6,59 0,09 -- -- --
7,15 0,12 -- -- --
8,73 0,06 -- -- --

(*) Compostos vestigiais (quantidade relativa inferior a 0,05%).

0 perfil cromatografico dos brancos de extracdo do solvente isopropanol nas duas condicoes,
foram bastantes semelhantes, sendo que a % total de compostos identificados foi de cerca de
99%. Na Tabela 15 esta representado o perfil cromatografico para a amostra do branco de
extracao do solvente isopropanol para a condicao de 1h de sonicacao e na Tabela 16 para a

condicao de 30 minutos.
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Tabela 15: Identificacao e percentagens relativas dos compostos volateis presentes na amostra

correspondente ao Branco de extracao de Isopropanol para a condicao de 1 hora de sonicacao

Tempo de Composto Nome do Férmula Grau de
Retencao % Composto Molecular confianca %
3,41 99,17 Tolueno CsHs 97,40
4,30 0,08 Acido Acético, CeHnO, 89,70
éster butilico
5,41 0,030 Etilbenzeno* CsH1o 90,80
5,61 0,065 Xileno* CsH1o 86,90
6,75 0,059 *
6,82 0,103
7,39 0,119
8,93 0,063
39,10 0,087
43,65 0,080
43,98 0,081
44,15 0,061

(*) Compostos vestigiais (quantidade relativa inferior a 0,05%).

Tabela 16: Identificacao e percentagens relativas dos compostos volateis presentes na amostra

correspondente ao Branco de extracao de Isopropanol para a condicao de 30 minutos de sonicacao

Tempo de Composto Nome do Composto Formula Grau de
Retencao % Molecular confianca %
3,26 98,87 Tolueno Cs/Hs 97,30
4,07 0,08 Acido Acético, éster CeHiO, 89,60
butilico
5,18 0,04 Etilbenzeno* CsH1o 91,10
5,40 0,06 Xileno* C3H10 87,60
6,52 0,04 *
6,60 0,10
7,16 0,11
8,74 0,05
27,32 0,11
32,18 0,07
35,30 0,19
42,50 0,18
46,52 0,11

(*) Compostos vestigiais (quantidade relativa inferior a 0,05%).

Para a amostra correspondente ao Frasco extraidas em isopropanol, na condicao de 1 hora,
nao foi detetado nenhum composto, sendo que os compostos identificados sao os mesmos que
no perfil do branco de extracdao de isopropanol. Tendo sido identificado 97,50% dos

compostos, na Tabela 17 esta representado o respectivo perfil cromatografico.

Para a amostra do Frasco extraida em isopropanol, na condicdo de 30 minutos foram
identificados cinco compostos (4-hidroxi-5-metil-2-pentanona, eucaliptol, fenchone, linalol
e canfora). Estes compostos nao expectaveis neste tipo de embalagens, podem ter resultado
de alguma contaminacao, por exemplo alguma situacao de carryover de amostras analisadas

anteriormente no sistema cromatografico. Contudo apenas foram identificados 43,57% dos
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compostos. A razao de muitos compostos nao serem identificados pode ser devido ao facto
das concentracoes dos compostos detetados serem muito baixas e, por isso, saem muito
proximo da linha do ruido. Consequentemente, os espectros de massa desses compostos
aparecem com a interferéncia do ruido, ndo sendo possivel uma comparacdo com um grau de
confianca suficiente para um composto puro da biblioteca. Na Tabela 18 esta representado o

perfil cromatografico desta condicao de 30 minutos.

Tabela 17: Identificacdo e percentagens relativas dos compostos volateis presentes na amostra

correspondente ao Frasco com isopropanol para a condicao de 1 hora de sonicacao

Tempo de Composto Nome do Composto Formula Grau de
Retencao % Molecular confianca %
3,27 97,31 Tolueno C/Hs 97,60
4,08 0,11 Acido Acético, éster CoHuO 84,60
butilico sthz2
5,00 0,07
5,18 0,04 Etilbenzeno* CsH1o 89,70
5,40 0,09 Xileno CsHqo 90,40
6,53 0,05
6,60 0,12
7,16 0,15
8,74 0,09
9,25 0,10

(*) Compostos vestigiais (quantidade relativa inferior a 0,05%).

Tabela 18: Identificacao e percentagens relativas dos compostos volateis presentes na amostra
correspondente ao Frasco com isopropanol para a condicao de 30 minutos de sonicacao

Tempo de Composto Nome do Formula Grau de
Retencao % Composto Molecular confianca %
3,26 2,54 Tolueno C/Hs 86,30
4,67 13,30 4-hidroxi-5-metil-2- 91,40
CeH120,
pentanona
7,43 3,87
7,53 3,04
11,25 8,11 Eucaliptol C1oH180 83,50
13,71 4,20 Fenchone C1oH160 93,10
14,36 8,31 Linalol C1oH180 86,50
16,21 7,12 Canfora C1oH160 86,80
22,69 35,93
23,01 13,59

Para a amostra correspondente a Tampa em isopropanol, quer para a condicao de 1 hora de
sonicacao quer para a condicao 30 minutos de sonicacao, foram identificados os mesmos
compostos que para os Frascos (4-hidroxi-5-metil-2-pentanona, eucaliptol, fenchone, linalol
e canfora). Sendo que para a condicao de 1 hora, foram identificados 56,25% dos compostos,

estando estes representados na Tabela 19. E para a condicao de 30 minutos, foram
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identificados 63,48% dos compostos, sendo que o perfil cromatografico se encontra na Tabela
20.

Tabela 19: Identificacao e percentagens relativas dos compostos volateis presentes na amostra

correspondente a Tampa com isopropanol para a condicao de 1 hora de sonicacao.

Tempo de Composto Nome do Composto Formula Grau de
Retencéo % Molecular confianca %
4,66 9,80 4-hidroxi-5-metil-2- 93,10
CeH120;
pentanona
7,43 2,83
7,52 2,20
11,24 5,63 Eucaliptol C1oH180 87,00
13,71 29,74 Fenchone C10H160 92,20
14,35 5,77 Linalol C1oH180 85,80
16,20 5,33 Canfora C1oH160 90,70
16,42 3,41
22,69 25,58
23,01 9,74

Tabela 20: Identificacao e percentagens relativas dos compostos volateis presentes na amostra

correspondente a Tampa com isopropanol para a condicao de 30 minutos de sonicacao.

Tempo de Composto Nome do Composto Formula Grau de
Retencao % Molecular confianca %
4,64 1,32 4-hidroxi-5-metil-2- 90,10
pentanona Coh20;
7,41 2,12
7,50 2,14
11,23 3,20 Eucaliptol C1oH1g0 90,50
13,70 3,91 Fenchone C10H160 94,90
14,34 4,09 Linalol C1oH180 86,70
16,19 4,62 Cénfora C10H160 91 ,70
16,41 4,68 90,70
22,68 6,47
23,00 6,56
43,97 12,55

48



Desenvolvimento de procedimento para avaliacdo de extraiveis e lixiviaveis presentes em embalagens primarias de produtos cosméticos: uma
abordagem preliminar

Capitulo 5

Conclusées e perspetivas futuras

Esta dissertacao consistiu no desenvolvimento de um procedimento para avaliar a seguranca
de embalagens utilizadas para o acondicionamento de produtos cosméticos, tendo por base
os estudos de migracao utilizados nas embalagens de produtos alimentares e os estudos de
extraiveis e lixiviaveis utilizados na industria farmacéutica. Por um lado, foram revistas
normas e monografias referentes as embalagens de produtos farmacéuticos e por outro foram
revistas normas referentes aos produtos alimentares.

0 objetivo seria encontrar uma estratégia para avaliar a seguranca de embalagens primarias
de cosméticos, recorrendo aos métodos de Extraiveis e Lixiviaveis propondo uma metodologia

para este tipo de embalagens.

Os resultados de migracao global obtidos cumprem com a legislacdo aplicada a migracdo
global relativa as embalagens em contacto com os alimentos, mencionada no regulamento
n°10/2011, uma vez que possuem valores de migracao global inferiores a 10 mg dm-2.

Tendo em conta que ndo ha diferencas significativas dos resultados obtidos para ambas as
temperaturas, aos tempos de 10 dias e 30 dias, conclui-se que o tempo de analise de 10 dias
nas condicoes de 20 e 40°C sera a condicdo a considerar para estudos de migracao para
embalagens de produtos cosméticos. Por outro lado, uma vez que até ao momento nao existe
nenhum Regulamento para a avaliacao da seguranca das embalagens de produtos cosméticos,
de tal forma que, nao existem critérios exclusivos de selecdo de materiais e substancias para
as mesmas, e que a avaliacdo das caracteristicas da embalagem é realizada através da
verificacao dos certificados enviados pelos produtores, a realizacao destes estudos permite
confirmar a veracidade da declaracao de compatibilidade alimentar (Regulamento (EU)
N°10/2011 da Comissao'®).

Juntamente com os estudos de migracao, foi realizado um ensaio de extraiveis, recorrendo a
metodologia utilizada nos estudos de Extraiveis e Lixiviaveis de produtos farmacéuticos.
Relativamente a este tipo de ensaio, a abordagem foi efetuada em duas etapas, sendo a
primeira etapa o ensaio de extraiveis e a segunda, que tem em conta o resultado da primeira,
0 ensaio de lixiviaveis. Nos casos em que os niveis de avaliacdo dos extraiveis estao
toxicologicamente seguros, nao € necessario ou podem ser ndo considerados os estudos de
lixiviaveis. Quando os extraiveis apresentam niveis acima dos limites de seguranca, é

necessario realizar um estudo de lixiviaveis.
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De acordo com os resultados obtidos e considerando os compostos identificados nas amostras
dos frascos cujo solvente de extracao foi isopropanol (ou seja, 4-hidroxi-5-metil-2-pentanona,
eucaliptol, fenchone, linalol e canfora), nao foram detetados outros compostos volateis com
potenciais riscos. Os compostos identificados, presentes em extratos de plantas e largamente
utilizados como ingredientes cosméticos, devem-se a alguma contaminacdo. Considerando
que o equipamento utilizado estava a ser também aplicado aos estudos de 6leos essenciais,
prevemos que os resultados sofreram contaminacdes de compostos retidos na coluna. E de
salientar que, as embalagens eram novas e nao estiveram em contato com qualquer produto
cosmético. Tendo em conta os resultados obtidos no estudo de extraiveis, nao se procedeu

ao estudo de lixiviaveis.

Futuramente, seria necessario realizar uma otimizacdo e validacdo dos métodos analiticos
utilizados de acordo com as normas e guias existentes, e recorrer, para a analise de
compostos semi-volateis e volateis, a técnica de GC com Headspace, que tem como vantagem
a introducao da amostra sem pré-tratamento, evitando assim possiveis contaminacdes nesta

fase.

E importante referir que, sera sempre uma mais valia a realizacao de uma investigacdo mais
aprofundada das embalagens utilizadas na indUstria de cosméticos. Esta investigacao devera
ter como foco as caracteristicas do produto cosmético, de forma a definir ndo so, outras
condicbes de migracdo e extracdo (tempo, temperatura, método de extragdo) mas
principalmente outros simuladores e solventes de extracao que melhor se adequem. Para
além disso, sera também importante refletir sobre a possibilidade da definicdo de novos
limites de migracao global, tendo em conta as caracteristicas dos produtos cosméticos e a
forma de utilizacdo dos mesmos. Para os estudos dos extraiveis, torna-se necessario efetuar
a sua validacao, por forma a poderem ser utilizados como ensaios rotina.

Seria também importante pensar, numa primeira analise efetuada as embalagens, realizar
em simultaneo com os extraiveis, o estudo dos lixiviaveis, por forma a efetuar uma correlacao

entre ambos os estudos e a otimizar o tempo de ensaio.

Contudo, é de enfatizar que este estudo foi realizado com o intuito de delinear uma
metodologia, para a avaliacdo da interacao dos produtos cosméticos com as embalagens e
iniciar uma discussao em relacao a mesma e ndo com o intuito de ser uma referéncia ou guia

para a avaliacao destas.
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Capitulo 6

Estagio

6.1. Apresentacdo da Labfit-Health Products Research and

Development e Ensaios realizados

Tive a oportunidade de realizar estagio com a Labfit-HPRD durante o periodo de tempo em
que redigia a dissertacao. A Labfit-HPRD é uma empresa que realiza prestacao de servicos de
exceléncia dirigidos a diferentes setores da indUstria produtora e transformadora quer a nivel

nacional como internacional.

Os servicos estao relacionados com o controlo de qualidade e com a caracterizacao de
produtos farmacéuticos, cosméticos, dispositivos médicos e biocidas. Além destes, também
efetuam investigacdo e desenvolvimento de produtos farmacéuticos e outros e realizam
servicos de consultoria, na area de assuntos regulamentares, implementacdo de sistemas de

gestao da qualidade, auditorias, entre outros.

Em 2014, a Labfit-HPRD foi reconhecida pela primeira vez, através da certificacdo do Sistema
de Gestao da Qualidade pelo referencial da Organizacao Internacional para Padronizacao
(ISSO) 9001 e em 2015, foi certificada do cumprimento dos requisitos dos referenciais
normativos: ISO 9001 (Gestao da Qualidade Total), NP 4457:2007 (Gestao da Investigacao,
Desenvolvimento e Inovacao) e ISO 13485:2003 (Sistema de Gestao da Qualidade Dispositivos
Médicos). Além destas certificacoes é de realcar que, a Labfit-HPRD foi reconhecida pelo
INFARMED segundo os Principios de Boas Praticas de Laboratério da Organizacdo de

Cooperacao e de Desenvolvimento Econémico (OCDE).

Durante o estagio acompanhei 2 ensaios microbiologicos, a qualidade microbiolégica (QM) de
produtos cosméticos e o ensaio da eficacia do conservante (Challenge Test-CT) com os quais
adquiri um vasto conhecimento dos mesmos, das respetivas normas e do controlo de
qualidade interno utilizado em cada ensaio. Os ensaios de QM e CT, de acordo com as hormas
ISO foram efetuados nas amostras habitualmente acondicionadas nas embalagens testadas,
objeto desta dissertacao. Como exemplo de norma de seguranca, foi necessario descartar os
residuos liquidos e solidos de acordo com o procedimento operativo Labfit.PO.03-Tratamento

e eliminagdo de residuos laboratoriais. E deve ser realizada a descontaminacao e lavagem do
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material com base no procedimento operativo Labfit-.PO.04-Desinfecao e lavagem de
material.
Tratando-se de uma empresa com varios sistemas de gestdao de qualidade implementados,

tive oportunidade de verificar os procedimentos de qualidade implementados na Labfit.
6.2. Teste de qualidade microbiolégica:

O ensaio de Qualidade Microbiologica, que compreende a contagem de aerobios totais de
bactérias e fungos e leveduras, pode ser realizado segundo o ensaio descrito na monografia
2.6.12 da Farmacopeia europeia 9.0%°, sendo que este é aplicado habitualmente a amostras
de produtos farmacéuticos e dispositivos médicos.

Relativamente aos produtos cosméticos as normas utilizadas sao a 1SO 21149:20173" para

bactérias aerébias mesofilas e 1ISO 16212:20173" para fungos e leveduras.
6.2.1. Teste de QM de acordo com a Farmacopeia Europeia 9.0

Solugdes utilizadas, cuja preparacao esta descrita no Anexo lll:
e Diluente;
e Solucao de polissorbato;
o Neutralizante completo;
e Neutralizante sem polissorbato;
e Meio de cultura tryptic soy agar (TSA);

e Meio de cultura Sabouraud dextrose agar (SDA).

Preparacao das culturas de microrganismos e suspensdes de

inoculos

Antes de comecar a trabalhar é necessario limpar a bancada de trabalho com alcool e papel
descartavel e ligar o bico de Bunsen ou camara de fluxo laminar, de forma a trabalhar sempre

em condicoes de assepsia.

A partir das culturas stock preparadas com base no procedimento da Labfit-HPRD baseado
nas normas ISO 21148:20053' e ISO 12353:20063'. E preparado uma cultura para cada
microrganismo nas condicoes definidas na Tabela 21, em placa de meio de cultura agar. A
partir desta, é efetuado uma segundo cultura e caso necessario uma terceira que servirdo
como culturas de trabalho. Para a preparacdo das suspensdes de indéculo de bactérias e
leveduras, é colocado 9 mL de diluente estéril com esferas de vidro, em tubos de falcon de

15 mL estéril e é ressuspendido uma amostra da cultura a partir da cultura de trabalho, com
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auxilio de uma ansa estéril. Procede-se a agitacdo do tubo no voértex durante 3 minutos no
maximo. A absorvancia da suspensao é ajustada, utilizando a solucéo de diluente e tendo em
conta os valores apresentados na Tabela 21. Estas suspensoes devem ser utilizadas no maximo

2 horas ap0s a sua preparacao.

Para a preparacao da suspensao do inéculo de A. brasiliensis, é necessario transferir um
pouco da solucao de polissorbato preparada (neutralizante sem polissorbato) para a superficie
da placa e com a ajuda de uma ansa estéril soltar os esporos. Apos o conteudo é transferido
para um tubo com 9 mL de diluente e esferas de vidro, vortexar no maximo 3 minutos. De
modo a descartar a presenca de esporos germinados ou micélios, realiza-se uma observacao
de uma aliquota ao microscopio (ampliacdo de 400x). Caso sejam observados esporos
germinados a suspensao deve ser descartada; caso sejam observados micélios deve-se
proceder a centrifugacao (2000 g durante 20 minutos) da suspensao e lavagem dos esporos,
pelo menos duas vezes, com a mesma solucdao de polissorbato (neutralizante sem
polissorbato). A absorvancia da suspensdao é ajustada como descrito anteriormente. A
suspensao de inoculo deve ser utilizada no proprio dia ou até ao dia seguinte desde que

conservada entre 2 a 8 °C e que no dia seguinte nao estejam presentes esporos germinados.

Eficacia do neutralizante

De acordo com a monografia da Farmacopeia Europeia®, sao realizadas diluicoes em diluente
até a ordem de 10“para bactérias e 10°3 para fungos (leveduras e A. brasiliensis) a partir das
suspensdes de indculo preparadas. E transferido 1 g ou 1 mL da preparacéo a testar para um
tubo contendo 9 mL de neutralizante e caso seja necessario, efetua-se uma segunda diluicao
de 1:10 a partir desta. Deixar a temperatura ambiente durante 30+15 minutos. Caso seja
verificado que o neutralizante é ineficaz e que mesmo assim nao é possivel recuperar os
microrganismos provenientes da validacao, deve-se concluir que a amostra em estudo
apresenta atividade antimicrobiana intrinseca. De seguida, prepara-se 5 tubos, um para cada
microrganismo a testar, e inocula-se com 100 pL da suspensdo de cada microrganismo. E
necessario preparar um controlo, no qual a preparacao é substituida por 1 mL de diluente,
sendo este inoculado com 100 pL da suspensdo de cada microrganismo em separado. Além
deste, também se prepara um controlo da suspensao adicionando 100 pL de cada suspensao
a 10 mL de diluente. As preparacdes devem ser vortexeadas e sO depois se procede a
inoculac@o de 1 mL de cada em duplicado por incorporacao nos meios de cultura e condicoes

de incubacao apropriados a cada microrganismo (Tabela 21).

De forma a demostrar a eficacia do neutralizante é necessario verificar a diferenca no nimero
de unidades formadoras de colonias (UFC) calculado em N,; (média de UFC nas duas placas
de controlo na presenca da formulacao e de neutralizante) e em N,,(média de UFC nas duas

placas de controlo na auséncia da formulacao e na presenca do neutralizante), esta diferenca
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nao pode ser duas vezes superior e as contagens entre duplicados nao devem diferir mais do
que 50%.

Tabela 21: Condicoes de incubacao, meios de cultura, tempo e temperatura dos microrganismos nas

condicoes de testes de preparacao do estudo

Condicoes de Condigoes de
Microrganismo incubacéo das UFC mL"" Absorvancia incubacgéo das
g culturas de (inéculo) 600 nm placas em
trabalho teste

" S. aureus 0,5/0,080
©
k= - TSA 32,5 °C+2,5 °C 1x107- TSA 32,5 °C+2,5
% B. subtilis durante 18-24h 1x108 0,5/0,200 °C, <3 dias
[}
@ P. aeruginosa 0,5/0,075

SDA 22,5 °C+2,5
“ C. albicans °C 5,0/0,650
S durante 2-3 dias 1x108- SDA 22,5 °C+
S SDA 22,5 °C+2,5 1x107 2,5 °C, <5dias
L A. brasiliensis °C 6,5/1,250

durante 5-7 dias
Procedimento

0 método vai depender das caracteristicas fisicas do produto em teste. E colocado 10 g ou
10 mL do produto a testar num frasco de 200 mL estéril, e é adicionado 90 mL de neutralizante
e caso seja necessario pode-se realizar uma segunda diluicao de 1:10 a partir desta. Para
produtos que nao contem conservantes, o ensaio deve ser efetuado com a adicao do diluente.
A amostra e a solucdo de neutralizante ficam em contacto durante 30+15 minutos a
temperatura ambiente, de modo a promover a neutralizacdo do conservante. Em seguida é
necessario realizar uma diluicao de 1:10 em diluente e para os casos em que se preveja uma
contaminagao da amostra é necessario executar dilui¢des adicionais.

No caso de amostras imisciveis em agua, deve-se homogeneizar a amostra com 300 pL de
polissorbato 80. Esta mistura pode ser aquecida no maximo a 40° C ou em alguns casos a 45
°C, durante 30 minutos no maximo. O neutralizante a adicionar, na mesma proporcao
anteriormente referida de 1:10, é o neutralizante sem polissorbato, sendo que este deve ser
previamente aquecido. Assim como anteriormente, para os casos de amostras sem

conservantes é adicionado diluente, sendo este previamente aquecido.
Neste momento pode-se proceder a incorporacao, em duplicado, de 1 mL de cada uma das

diluicdes em meio de cultura apropriado. As placas de TSA (bactérias) sdo incubadas durante
3 a5 dias, a30a 35 °C e as placas de SDA (fungos) durante 5 a 7 dias, a 20 a 25 °C.
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Calculo QM

Realiza-se a contagem do nimero de UFC nas placas selecionando as diluicdes que
apresentam até 250 UFC para bactérias e até 50 UFC para fungos. De seguida é necessario
calcular a média de UFC sobre o fator de diluicao de contagem a multiplicar pelo volume
testado (normalmente 1 mL) que corresponde ao nimero de UFC de microrganismos presentes
por mL ou por g de formulacdo. Os aerdbios totais correspondem a contagem de todas as
colonias que crescam na placa de TSA, incluindo fungos. Os fungos e leveduras totais
correspondem a contagem de todas as colonias que crescam na placa de SDA, incluindo

bactérias. Em alguns casos pode ocorrer auséncia de crescimento.
Interpretacéao de resultados

Quando um limite é referido numa norma é interpretado da seguinte forma:
e 10?2 microrganismos: valor maximo aceitavel 2 x 102,

¢ 10° microrganismos: valor maximo aceitavel 2 x 103, e assim por diante.

Apos o calculo é necessario verificar a conformidade dos valores com os limites de acordo
com a Farmacopeia Europeia 9.0. A classificacdo € sempre realizada de acordo com a
aplicacdo do produto, como por exemplo, para produtos de aplicacdo cutanea e preparacoes
aquosas para uso oral, a contagem dos germes aerobios vaiaveis totais deve ser no maximo
de 2 x 10% UFC de bactérias e 2 x 10" UFC de fungos e leveduras por grama ou mililitro de
formulacao. Para preparacbes nao aquosas para uso oral, a contagem dos germes aerobios
viaveis totais deve ser no maximo, 2 x 10° UFC de bactérias e 2 x 102 UFC de fungos e leveduras

por grama ou mililitro de formulacao.

6.2.2. Teste de QM de acordo com a ISO 21149:2017 e ISO
16212:2017

Solucdes utilizadas, preparadas de igual modo que em 6.1.:
e Diluente;
e Solucao de polissorbato;
e Neutralizante completo;
e Neutralizante sem polissorbato;

e Meio de cultura Sabouraud dextrose agar (SDA).
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Preparacdo das culturas de microrganismos e suspensdes de

inoculos

O procedimento da preparacao da cultura de trabalho é semelhante ao utilizado para
produtos farmacéuticos, cosméticos e dispositivos médicos (Farmacopeia Europeia 9.0%),
com a diferenca das condicées de preparacao do estudo, representadas na Tabela 22, e de
um passo adicional, onde sao efetuadas diluicoes da suspensao inicial, de 1:10 em diluente

até a diluicao de 104,

Tabela 22: Condicoes de incubacao, meios de cultura, tempos e temperaturas dos microrganismos nas

condicoes de testes de preparacao do estudo

Condicoes de

. . Condicdes de incubacao Absorvancia . =
Microrganismo das culturas de trabalho 600nm incubacao das placas
em teste
w
9 . SDA 22,5 °C+2,5°C SDA 22,5 °C+
on ) ) )
S C. albicans durante 18-24h 5,070,650 2,5 °C, 5-7 dias
('8

Eficacia do neutralizante

0 procedimento é semelhante ao da Farmacopeia Europeia 9.03° no subcapitulo 6.2.1, a Unica
diferenca é na quantidade de produto a testar, pois sdo utilizados dois tubos de 15 mL
estéreis, e na incorporacdo. Neste caso é inoculado 1 mL da diluicdo 10* preparada
anteriormente, esta € misturada com auxilio do vortex e so depois é que se procede a
incorporacao, em duplicado, de 1 mL em meio SDA segundo as normas.

Também sao preparados 2 controlos como no subcapitulo 6.2.1. Sdo efetuados nas mesmas
condic@es, mas substituindo a amostra por 1 mL de diluente, de forma a ter um controlo. Nos
casos em que nao foi utilizado neutralizante o controlo é feito com diluente, completando o
volume para 10 mL num tubo de diluente e inoculando com o microrganismo nas mesmas

condicoes.

A eficacia do neutralizante é demonstrada da mesma forma que em 6.2.1.

Procedimento

O procedimento é semelhante ao da Farmacopeia Europeia®’, apenas difere na quantidade e
na incorporacao. Sao colocados 1g ou 1 mL do produto a testar num tubo de 10 mL estéril, e
adicionados 9 mL de neutralizante. Para as amostras imisciveis em agua procede-se de igual

modo que em 6.2.1.
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A incorporacéo € realizada em duplicado, com 1 mL de cada uma das diluices em SDA e é

incubada a 22,5°C+2,5°C em aerobiose durante cinco a sete dias.

Calculo QM

Procede-se a contagem do numero de UFC nas placas selecionando as diluicbes que
apresentam entre 15 e 150 UFC.
E necessario calcular o nimero de microrganismos (N) presentes na amostra (S) utilizando a:
e média aritmética das contagens obtidas a partir dos duplicados na Equacao 4, se apenas
se realizar uma diluicao da amostra, ou

e média ponderada das contagens obtidas a partir de duas diluicdes sucessivas (Equacao

5)
N = m
T Vxd
4)
T Vxd
()
Onde:

m é a média aritmética das contagens obtidas a partir dos duplicados
V é o volume aplicado a cada placa de petri

d é o fator de diluicao que corresponde a diluicao realiza para a preparacao inicial da amostra

ou a primeira diluicao de contagem
¢ € o nimero de colonias numa placa

Esta média ponderada ¢ obtida através da Equacao 6.

_ L¢

‘T +01xmn,

(6)
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Onde:

Y ¢, corresponde ao somatorio das colonias contadas em todos as placas de petri das duas

diluicdes sucessivas

n; € o nimero de placas de petri contadas para a primeira diluicdo da amostra (10") ou para

a primeira diluicao de contagem

n, é o numero de placas de petri contadas para a segunda diluicdo da amostra (102) ou para
a segunda diluicao de contagem.
Quando o nimero de UFC for superior a 15 e inferior a 150 na contagem da placa, o resultado
deve ser expresso tendo em consideracao (onde S € a massa ou volume da amostra):

e autilizacdo de 1 gou 1 mL de Se 1 mL de V, o nUmero de bactérias mesofilas aerdbias

por mL ou por grama de amostra é N/S.

Se o numero de UFC for inferior a 15 na contagem da placa, o resultado deve ser expresso
tendo em consideracao:
e autilizacdode 1 gou 1 mL de Se 1 mL de V, o nUmero de bactérias mesofilas aerdbias

estimado por mL ou por grama de amostra é N/S.

Se ndo forem observadas colonias, o resultado devera ser reportado como <10 UFC.

Interpretacéao de resultados

Depois do calculo é necessario interpretar os resultados e classificar a QM de acordo com os
critérios definidos na 1SO 2114932
e Categoria 1: produtos que sejam formulados para bebés e para a zona em torno dos
olhos, o nimero de UFC de aerdbios totais devera ser de < 2x102 UFC mL™" ou g de
produto.
e Categoria 2: outros produtos, nimero de UFC de aerdbios totais devera ser de < 2x103

UFC mL" ou g de produto.
6.3. Challenge Test

Assim como no ensaio da qualidade microbiologica, existem 2 tipos de teste conforme a
aplicacao e as normas. Para amostras de produtos farmacéuticos, cosméticos e dispositivos
médicos, o ensaio é realizado de acordo com a monografia da Farmacopeia Europeia 9.0°° e
para a avaliacdo da protecdo antimicrobiana em produtos cosméticos, o ensaio apresenta
como base a norma 1SO 11930:2019',
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Este método tem como principio a avaliacao da capacidade conservante de uma formulacao
e é baseada na inoculacdo da mesma com uma suspensdo calibrada de microrganismos
definidos como relevantes, habitualmente sao utilizados o Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans e Aspergillus brasiliensis. Apds inoculacao, segue-
se 0 armazenamento a uma temperatura especificada.

O nimero de microrganismos viaveis é determinado em intervalos definidos, ao longo de um
periodo de tempo definido por cada norma para cada microrganismo. E calculado em cada
um desses intervalos definidos e para cada organismo, a reducao logaritmica do seu
crescimento. Os resultados sao depois comparados com os requisitos minimos definidos por

cada uma das normas.

6.3.1. CT de acordo com a Farmacopeia Europeia 9.0

Solugbes, reagentes e microrganismos

As solucdes e reagentes utilizados no ensaio, sao preparadas tal como descrito em 6.2.1:
e Solucao de polissorbato;
o Neutralizante completo;
e Neutralizante sem polissorbato;
e Meio de cultura TSA;
e Meio de cultura SDA;

e Soro fisioldgico.

Microrganismos utilizados:
e Staphylococcus aureus ATCC 6538;
e  Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027;
e (Candida albicans ATCC 10231;
e Aspergillus brasiliensis ATCC 16404;
e Escherichia coli ATCC 8739;

e Zygosaccharomyces rouxii NCYC 381.

Preparacao das culturas de microrganismos e suspensoes de

inoculos

E preparada uma cultura para cada microrganismo a partir das culturas stock, nas condicées
definidas na Tabela 21. A partir desta, faz-se uma segunda cultura e eventualmente uma

terceira (caso necessario) que servirao como culturas de trabalho.
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Para a preparacao das suspensoes de indculo de bactérias e leveduras, é colocado 10 mL de
soro fisiologico estéril num tubo de falcon de 15 mL estéril e é ressuspendida uma amostra
da cultura a partir da cultura de trabalho com a ajuda de uma ansa estéril. O tubo é agitado
no vortex durante trés minutos no maximo, de modo a homogeneizar a suspensao.

A absorvancia da suspensao € ajustada utilizando a solucdo de diluente, tendo em

consideracao os valores apresentados na Tabela 23.

Tabela 23: Condicoes de incubacao, meios de cultura, tempos e temperaturas dos microrganismos nas

condicoes de testes de preparacao do estudo

Condicoes Condicées de
de UFC mL-" incubacéo das Absorvanci
Microrganismo incubacao (inéculo) placas para a
das culturas determinacdo do 600nm
de trabalho in6culo
§ e TS
= : +2,5°C 3 TSA, 32,5 2,5 °C
% . durante 18- 1x10 durante 24-48h 0,5/0,08
S E. coli 24h
o
SDA, .
C. albicans 22,5:2,5 °C DA, 32,5420 ¢ 6,0/0,8
durante 48h urante 24-
8
g SDA, 1x108
> e 22,5+2,5 °C SDA, 22,5+2,5 °C
[T ) ) ’ ’ ’
A. brasiliensis durante 7 durante 3-5 dias 7,5/1,35
dias

Para a preparacao do inoculo de A. brasiliensis proceder como no subcapitulo 6.1.1, sendo
que as condicGes da cultura de trabalho utilizada (SDA) serao as da Tabela 23.

As concentracdes das suspensdes de indculos N, devem ser verificadas no momento de
utilizacdo. Deve-se realizar diluicdes de 1:10 em diluente (até a 10”7) e devem ser plaqueadas
em duplicado, por incorporacao nos meios de cultura descritos na Tabela 23, até a diluicao
de 107. As placas devem ser incubadas nas condicdes referidas na mesma tabela e no final

deve ser realizado as contagens do niUmero de UFC.

Eficacia do neutralizante

A eficacia do neutralizante é realizada na diluicdo 10 de todos os microrganismos, de igual
modo que em 6.2.1. Na incorporacao devem ser respeitadas as condicdes de incubacao

apropriadas a cada microrganismo definido na Tabela 23.

Assim como no subcapitulo 6.2.1, a eficacia do neutralizante é demonstrada através da
verificacdo da diferenca no nimero de UFC calculado em N,; (média de UFC nas duas placas
de controlo na presenca da formulacdo e de neutralizante) e em N,,(média de UFC nas duas

placas de controlo na auséncia da formulacao e na presenca do neutralizante), esta diferenca
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nao pode ser duas vezes superior e as contagens entre duplicados nao devem diferir mais do
que 50%.
Caso os resultados nao estejam de acordo com os requerimentos é necessario testar um

neutralizante diferente ou utilizar a técnica de filtracdo em membrana.

Ensaio Eficacia do conservante

Inoculacao das amostras no tempo inicial (to)

Sao colocados 20 g ou 20 mL da preparacao em 4 tubos de Falcon de 50 mL estéreis (ou em 5
no caso das solucdes orais) e sao inoculados, em separado, cada um dos microrganismos,
adicionando 200 pL da suspensao inicial de inoculo preparada (indculo final na preparacdo
entre 1x10° e 1x10® UFC mL™"). De modo a obter uma distribuicio homogénea, deve-se

misturar com a ansa em cada respetivo tubo.

Armazenar os tubos inoculados a 22,5+2,5 °C durante o tempo de estudo, protegidos da luz e

com as tampas ligeiramente abertas.
Leituras em tempos especificos

Retirar 1 mL de amostra inoculada com cada microrganismo a executar em cada momento de
leitura e adicionar a 9 mL de neutralizante, de acordo com a pesquisa de cada microrganismo

indicada na Tabela 24 e 25. Vortexar até homogeneizar,

Caso, so se tenha verificado eficacia do neutralizante para a diluicao 1:100, deve ser efetuada

uma segunda diluicdo em neutralizante.

Para amostras oleosas, estas devem ser dissolvidas em 3 mL de polissorbato 80 antes da adicao
do neutralizante. Caso se opte pela pesagem esta deve ser realizada em condicdes de assepsia
e recorrendo a ansas estéreis para a transferéncia do produto. O neutralizante a utilizar
nestas amostras é o neutralizante sem polissorbato. Deixar em contacto cerca de 30+15

minutos a temperatura ambiente.

Efetuar diluicées de 1:10 em diluente a iniciar na primeira diluicdo do neutralizante ou na
diluicao previamente verificada como eficaz no passo de neutralizacao.
Proceder a incorporacdo, em duplicado, de 1 mL de cada uma das diluicbes em meio de

cultura apropriado segundo indicacdes da Tabela 24 e 25.
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Tabela 24: Condicoes de incubacao e tempos de execucdo e leituras das amostras inoculadas com

cada um dos microrganismos em teste para preparacgoes topicas e locais

Microrganismo

Condigoes de
incubacao das t; dias t7 dias t14 dias tzs dias
placas em teste

Bactérias

Fungos

S. aureus

P. aeruginosa

C. albicans

A. brasiliensis

TSA, 32,5 2,5 °C

durante 24-48h Sim Sim Sim Sim
SDA, 32,5+2,5 °C . . ) _

durante 24-48h Nao Nao Sim Sim
SDA, 22,5:2,5 °C Nao o . -

durante 24-48h

Tabela 25: Condicoes de incubacao e tempos de execucao e leituras das amostras inoculadas com

cada um dos microrganismos em teste para preparagoes orais

Condigbes de incubacéo

Microrganismo das placas em teste t14 dias t2s dias
S. aureus
S .
:5 P. aeruginosa TSA, 32,5 +2,5 °C durante Sim Sim
s 24-48h
= E. coli
. SDA, 32,5+2,5 °C durante . .
2 C. albicans 24.48h Sim Sim
on
c °
it A. brasiliensis SDA, 22,5¢2,5 "C durante Sim Sim

3-5 dias

6.3.2. CT de acordo com a ISO 11930:2019

Solugbes, reagentes e microrganismos

Solucdes e reagentes utilizados, tal como descrito em a 6.2.1.:
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Diluente;

Solucao de polissorbato;

Neutralizantes;

Meio de cultura para bactérias - TSA;

Meio de cultura para C. albicans - SDA;

Meio de cultura para A. brasiliensis - Potato Dextrose Agar (PDA).
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Microrganismos utilizados:
e Staphylococcus aureus ATCC6538;
e  Pseudomonas aeruginosa ATCC9027;
e Escherichia coli ATCC8739;
e (Candida albicans ATCC10231;
e Aspergillus brasiliensis ATCC16404.

Preparacao das culturas de microrganismos e suspensdes de

inoculos

O procedimento da preparacao da cultura de trabalho é igual ao procedimento descrito no
subcapitulo 6.2.1, sendo que as condicbes de incubacdo para cada microrganismo encontram-

se na Tabela 26.

Tabela 26: Condicoes de incubacao e tempos de execucao e leituras das amostras inoculadas com

cada um dos microrganismos em teste para preparagoes topicas e locais

Condicoes de

incubacao Diluicdes
UFC mL"" das placas Absorvancia pilra‘th:rea:rzs épgr
(inéculo) para 600 nm porac
d . para contagem
eterminagao UFC
do inéculo
. S. aure'us TSA, 32,5 0,5/0,08
© P. aeruginosa 1x107- +2,5 °C 0,5/0,075 106107
g 1x108 durante 24-
§ E. coli 48h 0,5/0,08
SDA, 32,5
, 2,5 °C 5407
) C. albicans durante 24- 6,0/0,8 10°-10
S 1X10"7- 48h
5 110 SDA, 22,5:2,5
A. brasiliensis °C durante 3- 7,5/1,35 103-10¢
5 dias

Eficacia do neutralizante

O procedimento apresenta diversas semelhancas em relacao ao procedimento descrito em
6.2.1. Neste caso ¢é utilizada a diluicao 10 para as bactérias e 10 para fungos da suspensao
de inoculo (N) preparada anteriormente, de modo a obter uma suspensao com cerca de 103

UFC mL™" (in6culo) de cada microrganismo.

As concentracdes das suspensdes de indculos N, devem ser verificadas no momento de

utilizacdo. Deve-se realizar diluicdes de 1:10 em diluente (até a 107) e devem ser plaqueadas
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em duplicado, por incorporacao nos meios de cultura descritos na Tabela 26, até a diluicao
de 107. As placas devem ser incubadas nas condicées referidas na mesma tabela e no final

deve ser realizado as contagens do niUmero de UFC.

Assim como na seccao 6.2.1, € necessario demostrar a eficacia do neutralizante.

Ensaio Eficacia do conservante

Inoculag¢ao das amostras em To

E adicionado a cada recipiente 200ul de inoculo calibrado de forma a obter entre 1x105 UFC
mL" e 1x10® UFC mL" ou g para as bactérias, e entre 1x10* UFC mL" e 1x10° UFC mL" ou g
para os microrganismos C. albicans e A. brasiliensis na formulacao (concentracao final).
Homogeneizar cuidadosamente com auxilio de uma ansa estéril de forma a garantir uma

distribuicao homogénea do inoculo.

A concentracao inicial dos microrganismos presente no produto inoculado, Ny, é calculado

utilizando os resultados das contagens do indculo calibrado, N.

Os tubos inoculados devem ser armazenados a 22,5+2,5 °C durante o tempo de estudo,

protegidos da luz e com as tampas ligeiramente abertas.
Leituras em tempos especificos

Em cada intervalo de amostragem especificado e de acordo com o microrganismo teste,
recolher 1 g ou 1 mL da formulacao inoculada para 9 mL de neutralizante. Misturar até ficar
homogéneo. Se a eficacia do neutralizante apenas tiver sido demonstrada na diluicao 1:100,
realizar uma segunda diluicdao 1:10 em neutralizante. Deixar em contacto durante 3015
minutos a temperatura ambiente. A partir da diluicao 1:10 em neutralizante (ou 1:100, no
caso de produtos onde a eficacia do neutralizante sé6 foi demonstrada na diluicao 1:100),
fazer diluicoes sucessivas 1:10 em diluente e contar os microrganismos sobreviventes. Sao

feitas diluicoes até a 10 (assim como foi procedido na seccao 6.3.1)

Proceder a incorporacdo, em duplicado, de 1 mL de cada uma das diluicbes em meio de

cultura e incubar nas condicdes representadas na Tabela 27.
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Tabela 27: Condicoes de incubacao e tempos de execucao e leituras das amostras inoculadas com

cada um dos microrganismos em teste para preparagoes topicas e locais

Condicoes de
Microrganismo incubacao das t;7 dias ti4 dias t2s dias
placas em teste

S. aureus
[72]
] °
T , TSA, 32,5 +2,5 °C . . .
% P. aeruginosa durante 48-72h Sim Sim Sim
& E. coli

. SDA, 32,5+2,5 °C . . .

C. albicans durante 48.72h Sim Sim Sim
8
on
5 SDA, 22,5+2,5 °C
L A. brasiliensis P Nao Sim Sim

durante 3-5 dias

6.4. Calculos do ensaio CT

0 calculo da eficacia do conservante € igual para ambos os ensaios da Farmacopeia Europeia
9.0%% e da I1SO 11930:2019%'.

Depois de realizados cada momento de leitura, durante o tempo de incubacao predefinidos
na Tabela 24 e 25 (Farmacopeia Europeia 9.0%°) e Tabela 19 (ISO 11930:2019%") e de se efetuar
a contagem e o registo do nimero de UFC em cada diluicao em teste, de acordo com a

Equacdo 4 em 6.2.2.
6.4.1. Contagem nas suspensdes de trabalho

Apos incubacdo, é necessario contar o nimero de UFC, em cada placa, referente a cada
diluicdo. Sao reservadas as placas que contém entre 30-300 UFC para bactérias e C. albicans
e entre 15-150 UFC para A. brasiliensis. Quando o nimero de UFC ultrapassar estes valores
deve ser indicado da seguinte forma “>300 UFC” ou “>150 UFC”, conforme o caso, € do mesmo
modo “<30 UFC” ou “<15 UFC”.

O calculo do numero de microrganismos no tempo t, € feito da seguinte forma:
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Onde:

N é a média do nimero de UFC nas duas placas a dividir pelo fator de diluicao na qual se

realizaram as contagens x volume inoculado no meio (habitualmente 1 mL)
No € o nimero de microrganismos inoculados na formulacao no tempo t,

No deve situar-se entre 10°-10° UFC mL™", de acordo com a Farmacopeia Europeia 9.0. E deve
situar-se entre 1x10°> UFC mL™" e 1x10® UFC mL™" para as bactérias e entre 1x10* UFC mL" e
1x10% UFC mL"" para os microrganismos C. albicans e A. Brasiliensis, de acordo com a norma
1SO 11930:2012.

6.4.2. Contagem dos microrganismos em cada tempo de

analise

Calculo de Ny que corresponde ao numero de UFC de microrganismos recuperados por mL ou

por g de formulacao contaminada em cada momento de analise ty, de acordo com:

®)
Onde:
C é o nimero médio de coldnias contadas em duplicado nas placas
V é o volume em mL aplicado a cada placa de petri (normalmente é de 1 mL)

d é o fator de diluicdo que corresponde a diluicao retida e contida
6.4.3. Reducao logaritmica

A reducao logaritmica é calculada de acordo com:

Ry = LogN, — LogNy
®)
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Onde:

No € o nimero de microrganismos inoculados na formulacao no tempo t,

Nx € o nimero de microrganismos recuperados em cada tempo de amostragem

Em algumas situacoes podera nao se verificar reducdo, sendo possivel haver um aumento na

contagem de microrganismos.

6.5. Critérios para a interpretacao de resultados e

classificacao da formulacao

6.5.1.

Sao estabelecidos dois critérios:

Critérios de acordo com a Farmacopeia Europeia 9.0

e Critério A, a formulacao apresenta perfil de eficacia de conservante recomendado

pela Farmacopeia Europeia 9.0;3°

e Critério B, a formulacdo apresenta perfil de eficacia de conservante alternativo

recomendado na Farmacopeia Europeia 9.0.%

Caso o produto nao respeite nenhum destes critérios, nao satisfaz os requerimentos desta

Farmacopeia. Caso a eficacia do neutralizante ndo seja demonstravel para algumas estirpes,

mesmo tendo em conta testes adicionais (como o aumento da diluicao da amostra ou teste

por membrana filtrante), pode-se classificar a formulacdo como nao suscetivel de ser

contaminada por estas estirpes. Para as restantes estirpes os resultados devem ser

apresentados com base nos critérios A ou B e a formulacao classificada de acordo com o

critério resultante. Estes critérios sdo expressos em reducao logaritmica e a classificacao é

efetuada de acordo com os critérios estabelecidos na Tabela 28 e 29.

Tabela 28: Valores de reducao logaritmica para a avaliacao dos critérios de classificacdo da

capacidade conservante nas preparacoes topicas e locais (s/A - sem aumento no n° UFC relativamente

a contagem no tempo anterior)

Valores de reducao logaritmica
Microrganismos Bactérias A. brasiliensis
T d
(::‘lél::%e € %) tz t1s tas t2 t7 t14 tas
Critério A 2 3 -- s/A -- -- 2 s/A
Critério B -- -- -- s/A -- -- 1 s/A
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Tabela 29: Valores de reducao logaritmica para a avaliagao dos critérios de classificacao da
capacidade conservante nas preparacoes orais (s/A - sem aumento no n° UFC relativamente a

contagem no tempo anterior)

Microrganismos Bactérias A. brasiliensis
Tempo de andlise t14 tas t14 tas
Critério A 3 s/A 1 s/A

6.5.2. Critérios de acordo com a ISO 11930:2019

Sao

estabelecidos dois critérios:

Critério A, a formulacdo encontra-se protegida contra a proliferacdo microbiana que
podem apresentar potencias riscos para o utilizador, ndao sendo necessario considerar
fatores adicionais;

Critério B, a formulacdo encontra-se num nivel de protecao aceitavel, se a analise do
risco demonstrar a existéncia de fatores controlaveis ndao relacionados com a

formulacao, indicando que o risco microbiologico é toleravel para o produto cosmético.

Caso geral, quando a eficacia do neutralizante é demonstrada para todas as estripes. Para

cada microrganismo, devem ser comparados os valores de Ry com os critérios A e B e de

acordo com a Tabela 30:

Se todos os valores de reducao cumprirem o critério A, a formulacdo satisfaz os
requisitos A do ensaio de eficacia dos conservantes e cumpre os requisitos definidos na
Norma Internacional 1IS011930.3

Se todos os valores de reducao apenas cumprirem o critério B, a formulacao satisfaz o
requisito B do ensaio de eficacia de conservantes, e sdao necessarias justificacoes
adicionais que demonstrem que o produto satisfaz os requisitos definidos na Norma
Internacional 15011930.3"

Se um ou mais valores de reducdo nao satisfaca o critério A ou B, a formulacao nao
satisfaz os requisitos do ensaio de eficacia de conservantes. O produto devera ser

avaliado exclusivamente em funcao do risco bioldgico.

Se a eficacia do neutralizante nao foi demonstrada para algumas estirpes, apesar da

realizacao de ensaios adicionais, a formulacao pode ser considerada como nao suscetivel a

contaminacao pelos microrganismos teste. E necessario reportar o resultado como “nao

suscetiveis a contaminacao”.
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Tabela 30: Valores de reducao logaritmica para a avaliacdo dos critérios de classificacao da
capacidade conservante da formulacao cosmética (s/A - sem aumento no n° UFC relativamente a

contagem no tempo anterior)

Valores de reducdo logaritmica

Microrganismos Bactérias C. albicans A .
brasiliensis
T(;:‘népl% : € t7 t14 tas t7 t14 t2s t14 tas
ez s >3 e >3 e >1e >1e
Critério A >3 /A S/A >1 /A S/A >0 >1
ez >3 e >1e >0e
Critério B -- >3 /A -- >1 /A >0 S/A

6.6. Resultados das amostras

Na Tabela 31, esta a apresentacao de um resultado de uma amostra de um cosmético semis-
solido, codificada como AMO_16052019 (Amostra_ Data do ensaio). A amostra AM0_16052019,
apresenta uma qualidade microbiologica conforme indicado na Cosmetics Europe na norma
ISSO 11930:2019.%"

Tabela 31:Aerdbios totais, bactérias e fungos-leveduras (UFC) e Pesquisa de microrganismos

especificos
Ensaio Método Contag;m UFC Resultga_<11o UFC
Bactérias aerobias .
meséfilas 32,5 °C I1SO 21149:2017 0 <10
Fungos lev‘fcé”ras a22,5 ISO 16212:2017 0 <10
L. . SO 16212:2017/ 1SSO
Aerobios totais 21149:2017 0 <10

Os resultados do ensaio Challenge Test estao apresentados na tabela seguinte (Tabela 32),
estando incluindo o n° de UFC g registado para cada microrganismo ao longo do tempo e a
respetiva reducao logaritmica tendo por base a concentracao do inéculo na amostra no inicio

do ensaio.
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Tabela 32: Contagens de UFC g de formulacao e respetiva variacdo logaritmica (Alog) tendo por

referéncia a concentracao do indculo inicial na amostra;

Microrganismo

S. aureus ATCC 6538

P. aeruginosa ATCC
9027

E. coli ATCC 8739

C. Albicans ATCC 10231

A. brasiliensis
ATCC 16404

7 dias
(UFC)

00E+00
00E+00
00E+00

00E+00

7 dias
(Alog)

5,95
5,96
6,17

4,95

14 dias
(UFC)

00E+00
00E+00
00E+00
00E+00

00E+00

14 dias
(Alog)
5,95
(s/A)
5,96
(s/A)
6,17
(s/A)
4,95
(s/A)

4,74

28
dias

00E+00

00E+00

00E+00

00E+00

00E+00

28 dias
(Alog)
5,95
(s/A)
5,96
(s/A)
6,17
(s/A)
4,95
(s/A)
4,74
(s/A)

Critério

A

Os resultados apresentados na Tabela 32 evidenciam que para a amostra AM0_16052019 e

para os cinco microrganismos em estudo, a reducao da proliferacao microbiana ocorreu de

acordo com o critério A definido na norma I1SO 11930:2019%' e que diz respeito a eficacia

recomendada. Deste modo, o estudo realizado na amostra permite concluir que o referido

produto cumpre os requisitos da norma I1SO 11930%' de acordo com o critério A no que diz

respeito a protecdo do produto contra a proliferacdo microbiana para todos os

microrganismos. Na tabela onde esta s/A significa sem aumento no nimero de UFC em

comparacgao com leitura anterior.
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Anexo |

Composicao das embalagens usadas para o estudo de Extraiveis e

Lixiviaveis

Na Tabela 33 esta representada a composicao quantitativa do frasco, e na Tabela 34 esta

representada a composicao da tampa.

Tabela 33: Composicao quantitativa do frasco.

Matéria Prima Aplicacao
PET: INFINITES82/REMAPET/TEXPET 874-C80 99,72%
RH DACHA AMBER-2 0,28%

Tabela 34: Composicao quantitativa da tampa.

Matéria Prima Aplicacao
PP: Moplen HP500N/Moplen RP248R/Moplen RP2380 Teldene 99,21%
UNO0052 BLACK 0,79%

Composicao PET
N&o contém na sua composicdo, nenhum dos seguintes compostos:
e Nitratos;
e Nitritos;
e Nitrosaminas;
e Latex;
e Asbestos;
e Aminas aromaticas;
e Parabenos;
e Ftalato;
¢ Fenois alquilados;

e Metais.

De acordo com o Anexo |l do Regulamento (EC) n°1907/2006 o produto contém 100% de PET Chemical
Abstracts Service (CAS) 25038-59-9.
Contudo sdo utilizadas as substancias listadas na Tabela 35, como mondmeros basicos, aditivos,

entre outros.
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Tabela 35: Substancias utilizadas no produto com os LME do Regulamento N° 10/2011, aplicado a 1 de maio

de 2011.

Numero CAS Nome da Substancia LME mg/kg
100-21-0 PTA- Ac1d.o.tereftal1co <0,8
purificado
107-21-1 MEG-Etilenoglicol <6,0
121-91-5 IPA-Acido isoftalico <0,8
111-46-6 DEG-Dietilenoglicol <6,0
1309-64-4 SB203-Tridxido de Antimoénio <0,04

7664-38-2 Acido fosférico ND

Composicao RH DACHA AMBER-2

Pode conter individualmente ou em conjunto, polimeros, aditivos ou colorantes.

Todos os colorantes usados no produto estao em conformidade com os requerimentos e
especificacoes da resolucao AP (89) 1, do Conselho da Europa (CoE).

Todos os aditivos e mondémeros usados no produto estao listados no Regulamento (CE) n° 10/2011.
E usado neste produto negro de fumo (CAS 1333-86-4) em percentagens de >1 a <3, sendo este

ingrediente nao classificado no Regulamento (CE) N°1272/2008.

Composicao UNO052 BLACK

Os mondmeros, aditivos e substancias usados no produto estéo listadas na Tabela 36.

Tabela 36: Substancias usadas no produto e respetivo LME

Substancia MCA n° Nome da Substancia LME mg/kg
13630 Butadieno Nao detetavel
3-(3,5-Di-terc-butil- 4-

68320 hidroxifenil) propionato de 6
octadecilo

40020 2,4-Bis(oct?'ltiometil)-6- 5
metilfenol

10120 Acetato de vinilo 12

De acordo com o Anexo Il do Regulamento, substancias como o Zinco, nao devem libertar
quantidades superior a 25mg Kg-1, o documento esclarece que a concentracao deste no artigo nao
pode exceder a percentagem maxima de 10% m/m. Nao sao utlizados aditivos de duplo uso.

Todos os colorantes usados no produto estao aprovados pela FDA nos Estados Unidos, no Cadigo de
Regulacoes Federais (CFR) § 178.3297 (colorantes para polimeros). A concentracdo destes no
material plastico ndo podem exceder a percentagem maxima de 10 m/m. O UN0O052 BLACK esta em
conformidade com a Diretiva 94/62/EEC do Regulamento da “Coalition of Northeastern Governors”
(CONEG), que limita o conteldo de metais pesados, como o chumbo, cadmio, mercdrio e cromio VI,

sendo este no maximo 100ppm.
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As seguintes substancias listadas, ndo sao usadas como matéria-prima nem devem ser geradas no
processo de fabricacao e, portanto, ndao sao esperadas no produto final. Contudo, os fornecedores
e fabricantes nao realizam analises regulares.

e Substancias persistentes, bio acumulativas, toxicas;

e Substancias cancerigenas, mutagénicas, tdxicas para a reproducao (CMR) do tipo 1 e 2;

e Pigmentos diarilideos;

e Ftalatos;

e Latex;

e Bisfenol A;

e Nonilfenol;

e Hidroxido de niquel (Il);

e Sulfato de niquel (ll);

o Oxido de niquel (Ill);

e Oxido de antimonio (Ill);

e Oxido de cobalto (Ill);

o Oxido de berilio (I);

e Pentoxido de Vanadio;

e Silikon;

e Tetrabromobisfenol A (TBBA);

e Benzofenona CAS 119-61-9;

e 4-hidroxibenzofenona;

e 4-metilbenzofenona;

e Isopropil tioxantono (ITX) CAS 83846-86-0;

o Dimetil fumarato (DMF).

Composicao PP

Este produto pode conter um ou mais componentes com LME especificados no Regulamento (CE)
10/2011.

Este produto tem na sua constituicao resinas que estao em conformidade com a diretiva 21 CFR177-
1520 da FDA, além disso os fornecedores esclarecem que pelo conhecimento deles, todos os

ingredientes usados neste produto atendem aos requisitos dos respetivos regulamentos da FDA.
Contém uso duplo de aditivos e pode conter 1 ou mais dos seguintes aditivos:

e E470a: Sais de Calcio ou acidos gordos

e E471: Mono- e di-gliceridos ou acidos gordos
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Nao contém latex nem sao usados quimicos de deplecao de ozono.

Nao ¢ usado cadmio, cromio (IV), chumbo ou mercirio na manufaturacdo deste ou na formulacao

do produto.

A poliolefina nao requer o uso de plastificantes, estes sao usados para tornar os plasticos mais
flexiveis e macios, mas estao associados a potenciais problemas de salde, de tal modo que néo sao
intencionalmente usados na fabricacao ou formulacao das resinas que compde o produto.
As substancias listadas em seguida, ndo sao intencionalmente usadas na fabricacdo ou na formulacao
deste produto, sendo que nao sao esperadas no produto. No entanto, o produto nao foi testado para
as seguintes substancias:

e Benzotriazole CAS 3846-71-7

e Benzotiazol-2-tiol CAS 149-30-4

e Acrilamida CAS 79-06-1

e Acroleina CAS 107-02-8

e Aminas Aromaticas

e Asbestos;

o (Corantes azo e pigmentos;

e Benzeno CAS 71-43-2;

e Benzofenona CAS 119-61-9;

e Bisfenol A CAS 80-05-7 e outros derivados deste;

e Terc-Butil-4-hidroxianisolo (BHA) CAS 121-00-6 e 25013-16-5;

e 2,6-Di-terc-butil-p-cresol (BHT) CAS 128-37-0;

e Violeta cristal CAS 548-62-9;

o Acido cian(rico CAS 108-80-5;

e Epicloridrina CAS 106-89-8;

e Formaldeido CAS 50-00-0, pode ser formado, sob condicdes especificas, durante o

processamento da resina;

e Fluo carbonetos;

e Ouro CAS 7440-57-5;

e |sopropil tioxantono (ITX) CAS 83846-86-0;

e Melamina CAS 108-78-1;

e Nonilfenois CAS 25154-52-3;

e Peroxido;

o Acido perfluorooctanoico (PFOA), CAS 335-67-1;

e Sulfonato de perfluorooctano (PFOS) CAS 1763-23-1;

e Polibromato bifenil (PBB);
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e Eteres difenilicos polibromados (PBDE);

e Terfenil polibromado (PBT);

e Bifenilpoliclorado (PCB);

e Hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAH);
e Poliestireno;

e Policloreto de vinilo (PVC) CAS 9002-86-2;

e Cloreto de polivinilideno (PVDC) CAS 9002-85-1;
e Silicone

e Monomero de estireno CAS 100-42-5;

o Dioxido de enxofre CAS 7446-09-5;

e Sulfureto e derivados;

o Didxido de estanho CAS 8062-08-6;

e Cloreto de vinilo CAS 75-01-4;

N&o contém nanomateriais, plastificantes nem derivados epoxi, DMF nem triclosano.
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Anexo |l

Registo das massas usadas para o calculo da migracao global

(subcapitulo 4.2)

Tabela 37: Massa dos cadinhos sem amostra para a condicao de 20°C durante 10 dias

12Pesagem (g) 2%Pesagem (g)

Branco etanol 1 19,0752 19,0749
Branco etanol 2 17,0344 17,0342
Etanol 1 17,3211 17,3212
Etanol 2 20,0511 20,0507
Etanol 3 19,1024 19,1019
Branco Agua 1 19,6773 19,6768
Branco Agua 2 20,1056 20,1052
Agua 1 20,7640 20,7636
Agua 2 19,2575 19,2573
Agua 3 20,9425 20,9421
Branco Acido Acético 1 17,0330 17,0325
Branco Acido Acético 2 19,2026 19,2020
Acido Acético 1 18,7699 18,7694
Acido Acético 2 19,2029 19,2025
Acido Acético 3 20,5387 20,5385
Acido Acético Duplicado 1 19,8040 19,8038
Acido Acético Duplicado 2 19,2294 19,2289
Acido Acético Duplicado 3 17,4924 17,4919
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Tabela 38: Massa dos cadinhos com amostra para a condicao de 20°C durante 10 dias

1*Pesagem (g) 2*Pesagem (g) 3?Pesagem (g)

Branco etanol 1 19,0759 19,0758 19,0757
Branco etanol 2 17,0346 17,0344 17,0344
Etanol 1 17,3218 17,3210 17,3209
Etanol 2 20,0520 20,0518 20,0517
Etanol 3 19,1032 19,103 19,1026
Branco Agua 1 19,6769 19,6776 19,6774
Branco Agua 2 20,1058 20,1055 20,1052
Agua 1 20,7643 20,764 20,7638
Agua 2 19,2579 19,2574 19,2571
Agua 3 20,9433 20,9424 20,9423
Branco Acido Acético 1 17,0336 17,0326 17,0325
Branco Acido Acético 2 19,2028 19,2020 19,202
Acido Acético 1 18,7695 18,7701 18,77

Acido Acético 2 19,2083 19,2084 19,2082
Acido Acético 3 20,539 20,5388 20,5387
Acido Acético Duplicado 1 19,8032 19,8025 19,8026
Acido Acético Duplicado 2 19,2294 19,2295 19,2293
Acido Acético Duplicado 3 17,4925 17,4926 17,4921

Tabela 39: Massa dos cadinhos sem amostra para a condicao de 20 °C durante 30 dias

1%Pesagem (g) 2°Pesagem (g)

Branco etanol 1 20,3484 20,3486
Branco etanol 2 19,131 19,1306
Etanol 1 19,0256 19,0251
Etanol 2 19,6754 19,6756
Etanol 3 19,227 19,2272
Branco Acido Acético 1 20,1674 20,1677
Branco Acido Acético 2 20,0057 20,0056
Acido Acético 1 18,9095 18,91

Acido Acético 2 19,6527 19,6526
Acido Acético 3 17,3208 17,3205
Acido Acético Duplicado 1 18,7698 18,77

Acido Acético Duplicado 2 20,9314 20,9310
Acido Acético Duplicado 3 19,4976 19,4977
Branco Agua 1 19,7445 19,744
Branco Agua 2 21,3172 21,3168
Agua 1 19,1614 19,1619
Agua 2 19,4435 19,4439
Agua 3 20,9438 20,9433
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Tabela 40: Massa dos cadinhos com amostra para a condicao de 20 °C durante 30 dias

12Pesagem (g) 2%Pesagem (g)

Branco etanol 1 20,3497 20,3501
Branco etanol 2 19,1302 19,1301
Etanol 1 19,0249 19,0250
Etanol 2 19,6770 19,6775
Etanol 3 19,2286 19,2289
Branco Agua 1 19,7445 19,7450
Branco Agua 2 21,3166 21,3170
Agua 1 19,1625 19,1620
Agua 2 19,4445 19,4442
Agua 3 20,9444 20,9442
Branco Acido Acético 1 20,1676 20,1679
Branco Acido Acético 2 20,0057 20,0061
Acido Acético 1 18,9114 18,9110
Acido Acético 2 19,6544 19,6539
Acido Acético 3 17,3217 17,3212
Acido Acético Duplicado 1 18,7696 18,7699
Acido Acético Duplicado 2 20,9326 20,9328
Acido Acético Duplicado 3 19,4996 19,4995

Tabela 41: Massa dos cadinhos sem amostra para a condicao de 40 °C durante 10 dias

12Pesagem (g) 2?Pesagem (g)

Branco etanol 1 19,2286 19,2282
Branco etanol 2 19,0737 19,0732
Etanol 1 20,9435 20,943
Etanol 2 18,7702 18,77
Etanol 3 17,0343 17,0342
Etanol Duplicado 1 19,6775 19,6779
Etanol Duplicado 2 17,034 17,0337
Etanol Duplicado 3 21,5949 21,5959
Branco Agua 1 19,2031 19,2027
Branco Agua 2 19,7449 19,7444
Agua 1 20,0324 20,0321
Agua 2 20,006 20,0060
Agua 3 19,2691 19,269
Branco Acido Acético 1 20,1054 20,1059
Branco Acido Acético 2 21,2203 21,2199
Acido Acético 1 19,0253 19,0254
Acido Acético 2 19,8924 19,8923
Acido Acético 3 20,2751 20,2748
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Tabela 42: Massa dos cadinhos com amostra para a condicao de 40 °C durante 10 dias

12Pesagem (g) 2%Pesagem (g)

Branco etanol 1 19,2287 19,2285
Branco etanol 2 19,0720 19,0719
Etanol 1 20,9436 20,9432
Etanol 2 18,7707 18,7703
Etanol 3 17,0345 17,0346
Etanol Duplicado 1 19,6821 19,6816
Etanol Duplicado 2 17,0346 17,0344
Etanol Duplicado 3 21,5960 21,5957
Branco Agua 1 19,2028 19,2023
Branco Agua 2 19,7447 19,7445
Agua 1 20,0335 20,033

Agua 2 20,0071 20,0067
Agua 3 19,2706 19,2701
Branco Acido Acético 1 20,1057 20,1052
Branco Acido Acético 2 21,2208 21,2203
Acido Acético 1 19,0257 19,0258
Acido Acético 2 19,8929 19,8927
Acido Acético 3 20,2751 20,2748

Tabela 43: Massa dos cadinhos sem amostra para a condicao de 40 °C durante 30 dias

1%Pesagem (g) 2%Pesagem (g)
Branco etanol 1 19,7445 19,7440
Branco etanol 2 20,1682 20,1677
Etanol 1 17,3205 17,3204
Etanol 2 19,6761 19,6758
Etanol 3 18,7696 18,7691
Etanol duplicado 1 20,9415 20,9410
Etanol duplicado 2 19,0233 19,0230
Etanol duplicado 3 20,9314 20,9319
Branco Agua 1 19,2270 19,2272
Branco Agua 2 20,0056 20,0055
Agua 1 19,1591 19,1596
Agua 2 19,1301 19,1296
Agua 3 19,4426 19,4423
Branco Acido Acético 1 19,6538 19,6536
Branco Acido Acético 2 20,3489 20,3494
Acido Acético 1 21,3153 21,3157
Acido Acético 2 18,9096 18,9095
Acido Acético 3 19,4978 19,4976
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Tabela 44: Massa dos cadinhos sem amostra para a condicao de 40 °C durante 30 dias

12Pesagem (g) 2? Pesagem (g)

Branco etanol 1 19,7444 19,7443
Branco etanol 2 20,1684 20,1682
Etanol 1 17,3228 17,3229
Etanol 2 19,6784 19,6783
Etanol 3 18,7724 18,7723
Etanol duplicado 1 20,9432 20,943

Etanol duplicado 2 19,0263 19,0259
Etanol duplicado 3 20,9340 20,9336
Branco Agua 1 19,2273 19,2274
Branco Agua 2 20,0057 20,0056
Agua 1 19,1615 19,1616
Agua 2 19,1319 19,132

Agua 3 19,4439 19,4441
Branco Acido Acético 1 19,6538 19,6542
Branco Acido Acético 2 20,3496 20,3492
Acido Acético 1 21,3186 21,3184
Acido Acético 2 18,9118 18,9122
Acido Acético 3 19,5010 19,5012
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Anexo llI

Preparacao das solucdes e reagentes utilizados no capitulo 6

Diluente: dissolucdo de peptona (1,0g) e cloreto de sodio (8,5g) em agua (1000 mL) a quente e
autoclagem a 121 °C durante 15 minutos. Verificacdo do pH final a temperatura ambiente (7,0+0.2);
em alternativa pode ser adquirida a formulacao completa a um fornecedor de meios e preparada
segundo as instrucoes do fabricante.

Solucdo de polissorbato: solucdo aquosa a 0,5 g L' de polissorbato e autoclavada a 121 °C durante
15 minutos.

Neutralizante completo: agua peptonada tamponada (comercial) aditivada de polissorbato 80
(30gL™), lecitina (3g L"), saponinas (30 g L") e octoxynol 9 (1g L™"). Esterilizacdo em autoclave a
121 °C durante 15 minutos. Verificacao do pH final, a temperatura ambiente, 7.0+0.2
Neutralizante sem polissorbato: agua peptonada tamponada (comercial) aditivada de lecitina (3gL
"), saponinas (30g L") e octoxynol 9 (1g L'"). Esterilizacdo em autoclave a 121 °C durante 15 minutos.
Verificacdo do pH final, a temperatura ambiente, 7.0 + 0.2

Meio de cultura TSA: meio comercial preparado segundo indicacdes do fabricante.

Meio de cultura SDA: meio comercial preparado segundo indicacoes do fabricante.

Meio de cultura PDA: meio comercial preparado segundo indicacdes do fabricante.
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