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RESUMO

O Bisfenol A (BFA) é uma substancia quimica usada na producdo de plasticos
policarbonatos e resinas epdxi. O plastico policarbonato tem varias aplicaces:
acondicionamento de determinados alimentos e bebidas, como a &gua, por exemplo;
fabricacdo de discos compactos, equipamentos de seguranca e dispositivos médicos. Cerca de
90% dos estudos independentes relacionados ao BFA tém encontrado evidéncias de efeitos
adversos para a saude humana. O presente trabalho avalia metodologia para determinacdo de
BFA em &gua mineral utilizando Extracdo em Fase Solida (EFS), derivagdo com anidrido
trifluoracético (TFAA) e analise por Cromatografia a Gas com Detector de Captura de
Elétrons (CG/DCE). A curva analitica foi linear com um coeficiente de correlagéo (R) > 0,99,
numa faixa de 25 a 250 ng mL™. As médias das recuperacdes de BFA obtidas em amostras
fortificadas com 25; 75 e 125 ng foram 88; 79 e 106% respectivamente. O tempo de retencéo
do BFA derivado com TFAA foi de 12,9 min e os limites de detec¢do (LD) e de quantificagdo
(LQ) para essas amostras foram de 7,5 e 25,0 ng mL™, respectivamente. O método foi
aplicado em quatro amostras de diferentes marcas de dgua mineral, dentre elas apenas uma
(amostra 3) apresentou resultado quantizavel, 0,46 ng mL™. Os resultados obtidos garantem
que o BFA pode ser facilmente detectado e quantificado, em amostras de agua mineral,

usando o método proposto, que se mostrou seletivo, exato e preciso.

Palavras-chave: Bisfenol A, Agua mineral, CG-DCE



ABSTRACT

Bisphenol A (BPA) is chemical substance used in the production of polycarbonate
plastic and epoxi resins. The policarbonate plastic has some applications: preservation of
determined foods and drinks, as water, for example; manufacture of compact records, security
equipment and medical devices. About 90% of the related independent studies to the BPA
have found evidences of adverse effect for the health human being. The present work
evaluates the methodology for determination of BPA in mineral water using Solid Phase
Extraction (SPE), derivatization with trifluoroacetic anhydride (TFAA) and analysis by Gas
Chromatography with Electrons Capture Detector (GC/ECD). The calibration of the analytical
curve was linear with a coefficient of correlation (R) > 0.99, starting in a band from 25 to 250
ng mL™. The averages of the recoveries of BFA gotten in samples spiked with 25, 75 and 125
ng had been 88, 79 and 106% respectively. The retention time of BFA derived with TFAA
was of 12.9 min and the limits of detention (LD) and quantification (LQ) for these samples
had been of 2.5 and 25.0 ng mL™, respectively. The method was applied to four samples of
different brands of mineral water, among which only one (sample 3) showed detectable result,
0.46 ng mL™. The results obtained suggested that BPA could be easily detected and quantified
in natural waters samples, by using the proposed method that was selective, accurate and

precise.

Keywords: Bisphenol A, Mineral Water, GC-ECD
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1 INTRODUCAO

1.1 APRESENTACAO DA DISSERTACAO

Este estudo teve a sua origem no Grupo de Quimica Analitica Ambiental da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS), que vem desenvolvendo pesquisas na
area de pesticidas e carcinogénicos organicos, como o Bisfenol A (BFA), e expressa uma
proposta progressiva em prol do desenvolvimento cientifico e tecnoldgico dos estudos
desenvolvidos em nivel mundial sobre os problemas causados pelo BFA.

Atualmente, as maiores preocupagdes em relacdo a exposicdo de humanos e outros
animais aos agentes e substancias quimicas que promovem alteracGes no sistema enddcrino
humano e nos horménios, denominados desreguladores enddcrinos (DE) s&o:

- se essas substancias podem produzir efeitos toxicos em baixas concentracoes;

- se essas substancias estdo presentes em concentracdes ambientalmente relevantes
que possam ser uma ameaca a saude de humanos e animais;

- se existe uma concentracdo limiar abaixo da qual essas substancias quimicas
podem ser consideradas como seguras;

- se 0S novos tipos de ensaios, usados para prever os efeitos causados em organismos
expostos, podem realmente fornecer ferramentas para o entendimento do mecanismo de agéo
dessas substancias, e

- se esses ensaios podem ser facilmente usados em larga escala para monitorar seus
efeitos no meio ambiente.

Embora ja existissem, desde o inicio do século XX, hipdteses prevendo alteracdes
no funcionamento do sistema enddcrino de algumas espécies animais expostas a determinadas
substancias quimicas toxicas, apenas recentemente esta importante questdo tem recebido
atencdo por parte da comunidade cientifica, principalmente devido ao nimero crescente de
publicacdes que relatam o aumento da incidéncia de disfung¢Ges no sistema endocrino de seres
humanos (incluindo a infertilidade masculina) e, mais significativamente, efeitos fisiol6gicos
adversos observados em espécies animais para as quais a relacdo causa/efeito € mais evidente.

De fato, as evidéncias observadas em estudos envolvendo moluscos, crusticeos,
peixes, répteis, passaros e alguns mamiferos tém sugerido que possiveis alteracdes de saude
humana, envolvendo o sistema reprodutivo tais como o cancer de mama e de testiculo, podem

estar relacionadas & exposi¢ao a tais substancias.



Esta nova ameaca a saude de espécies animais, incluindo os seres humanos, tem
despertado interesse publico neste tema, dai 0 nosso interesse e o foco deste estudo no BFA,
dentre as numerosas substancias quimicas, como as dioxinas, PCB's, agrotoxicos, ftalatos, e
alquilfenois que ameacam nossa fecundidade, inteligéncia e sobrevivéncia.

Reforca 0 nosso interesse no estudo do BFA a preocupacdo, nos ultimos anos, de
inimeros pesquisadores que tém dedicado consideravel atencdo aos efeitos do BFA
reportados em estudos de laboratério, no que diz respeito a reproducédo e ao desenvolvimento
humano e dos diversos problemas ambientais que surgem a cada momento, muitos deles
irreversiveis e de estrema relevancia para o ser humano.

Portanto, o problema a ser pesquisado direciona-se a uma pergunta que motiva o
desenvolvimento da presente pesquisa: 0s niveis de concentracdo do BFA em agua mineral.

A proposta deste trabalho foi, portanto, desenvolver e validar metodologia de analise
para determinacdo de BFA em agua mineral, utilizando-se extracdo em fase solida (EFS) e
analise por cromatografia a gas com detector de captura de elétrons (CG-DCE), reportando-se
aqui os resultados obtidos nos estudos para o desenvolvimento e validacdo de metodologia de
anélise do BFA.

No Capitulo 2 sdo apresentados os objetivos gerais e especificos do presente
trabalho. No Capitulo 3, revisdo bibliogréfica, foram feitas algumas consideracdes sobre o
BFA destacando-se suas caracteristicas e evolucdo e seus efeitos no ambiente e nos seres
humanos e de outro fator importante para melhor compreensao do BFA: o sistema endocrino
(acdo dos hormonios e DE). No Capitulo 4, apresentam-se a preparacdo das amostras e
metodologia utilizada na pesquisa. No Capitulo 5, apresentam-se os resultados, discussdo e
validagdo da metodologia e por fim, no Capitulo 6, as conclusGes e recomendacdes.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a contaminacdo de agua mineral por BFA.

2.2 OBJETIVO ESPECIFICO

Desenvolver e validar metodologia de analise de BFA em amostras de agua mineral,

utilizando-se EFS, derivacgéo e anélise por CG-EM.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 SISTEMA ENDOCRINO

Dentre os diversos sistemas que compdem o corpo humano, o sistema enddcrino tem
vital importancia. Cada 6rgdo que comple este sistema apresenta uma caracteristica
fundamental, que é segregar certo tipo de horménio e cada horménio tem suas funcGes, que
sdo principalmente de um efeito regulador em outros 6rgados, que estdo a distancia. Os 6rgaos
— 0s testiculos, os ovarios, 0 pancreas, as glandulas supra-renais, a tiredide, a paratiredide, a
hipdfise (pituitaria) e o talamo - que cumprem tal fungéo séo glandulas de secrecdo internas,
assim chamadas por ndo possuirem dutos. Isto ndo significa que os hormdnios fiquem
restritos as glandulas em si, pois, apds serem produzidos, entram na circulagdo sangiiinea e
percorrem todo o organismo (DANGELO & FATTINI, 1988; FERREIRA, 2003).

E inegavel que o sistema enddcrino mantém estreita relagdo com outros 6rgdos que
ndo constituem o seu sistema em si. Um exemplo claro é o figado, que ndo faz parte do
sistema endocrino, e sim do sistema digestivo, mas que atua em conjunto, na medida em que
mantém o equilibrio hormonal por meio da decomposicao do estrogeno e de outros hormdnios
esterdides, a fim de permitir sua excrecdo (COLBORN & DUMANOSKI, 2002).

3.1.1 MECANISMO DE ACAO DOS HORMONIOS

Os hormonios foram identificados pela primeira vez, em 1902, pelos fisiologistas
britanicos William Bayliss e Ernest Starling. Eles demonstraram que uma substancia retirada
do revestimento do intestino podia ser injetada num céo para estimular o pancreas a produzir
fluido. Eles chamaram essa substancia de secretina e cunharam o termo "horménio”, do grego
hormo, que significa "p6r em movimento" (SELLMAN, 1996).

Horménios sdo substancias quimicas produzidas pelo organismo em diversas
glandulas do corpo e que agem em locais especificos regulando ou alterando determinado
o6rgdo ou fungdo. Sao carreados pela corrente sangiiinea em niveis infimos e agem como uma
espécie de mensageiros, provendo comunicacdo entre diferentes partes do organismo e sdo
eles que ajudam a regular a pressdo sanguinea, determinam o crescimento das gbnadas e dos
caracteres sexuais, regulam o uso dos alimentos, a producéo de insulina para queimar o agucar
que ingerimos etc. (SILVA, 1994).



Diferentemente das informacdes enviadas pelo sistema nervoso, que séo transmitidas
via impulsos elétricos, se deslocam rapidamente, tém um efeito quase imediato e de curto
prazo, 0s hormoénios sdo mais vagarosos e seus efeitos mantém-se por um periodo mais longo
de tempo (SELLMAN, 1996).

A maioria dos hormonios é lancada diretamente no sangue, onde circulam através do
corpo em concentragdes muito baixas. Alguns hormonios trafegam intactos pela corrente
sanguinea. Outros ja precisam de uma substancia portadora, como uma molécula de proteina,
para se manterem dissolvidos no sangue. Essas portadoras também funcionam como
reservatorios de hormonios, mantendo constante a concentracdo hormonal e protegendo o
horménio a que estdo ligadas contra decomposicdo quimica no decorrer do tempo
(SELLMAN, 1996).

Os hormbnios desempenham um papel fundamental no crescimento e
desenvolvimento, na reproducdo e na diferenciacdo sexual e ainda na formacao do sistema
nervoso e imunologico. VariagOes destas substancias para mais ou para menos podem alterar
funcbes e caracteristicas de 6rgdos e sistemas, principalmente em periodos criticos do
crescimento e de formacao dos 6rgdos e tecidos, como ocorre durante a fase embrionéria e de
crescimento rapido. Como age a distancia de onde sédo produzidos, os hormonios tém um
receptor especifico no seu local de atuacdo, que é a forma do organismo reconhecer a
substancia - uma espécie de mecanismo de chave e fechadura. Assim, para cada hormonio
especifico, ha receptores que o reconhecem em que ele se encaixa para ser absorvido e agir no
local (SILVA, 1994).

Os hormdnios agem em determinadas células do corpo, chamadas células-alvo. Uma
célula-alvo responde a uma molécula de hormoénio por possuir receptores especificos a
interacdo molecular. A acdo de um horménio pode ser comparada a transmissdo de radio. As
ondas de radio propagam-se pelo ar, mas s0 € possivel ouvi-las empregando-se um receptor
ajustado na frequéncia correta. A interacdo hormoénio-receptor pode ocorrer de duas maneiras:

- Agonista: uma molécula hormonal liga-se a um receptor provocando uma resposta
que terd um efeito bioldgico.

- Antagonista: um hormonio liga-se ao receptor blogueando a ag¢éo agonista de outro
hormdnio. Funciona como um bom burocrata — ndo tem um papel Gtil, mas também nao
permite a agdo de quem quer contribuir. Hormonios antagonistas sdo amplamente utilizados
em formulagdes farmacéuticas (SODRE et al., 2007).

Os hormonios ndo existem somente em seres humanos, eles estdo presentes na

natureza tanto em outros animais como nos vegetais. Entre os vertebrados, ha bastante



semelhanca entre 0s horménios existentes nas diversas espécies tanto em sua forma quanto
em sua fungdo. Nos vegetais, embora tenham outras estruturas e outras fungdes, 0 mecanismo
pelo qual eles atuam é semelhante. Esta é a razdo pela qual uma substancia que interfira no
mecanismo de acdo hormonal pode atuar alterando o desenvolvimento, reproducéo e funcgdes
de seres vivos de diversas espécies a ela expostos (SILVA, 1994).

A especificidade na acdo de horménios faz com que sejam necessarias
concentracfes pequenas destas substancias na corrente sanguinea para que a resposta esperada
seja conseguida. Consequientemente, hormonios possuem uma elevada poténcia de acdo. No
entanto, os receptores celulares ndo se ligam exclusivamente aos hormonios. Eles sdo capazes
de interagir com outras moléculas organicas presentes na corrente sanguinea. E neste
momento que os problemas relacionados ao sistema enddcrino comecam (SODRE et al.,
2007).

3.2 DESREGULADORES ENDOCRINOS (DE)

S0 agentes e substancias quimicas sintetizados artificialmente que promovem
alteracdes no sistema enddcrino humano e nos hormoénios. Em inglés, os autores vém usando
o termo endocrine disruptors e no Brasil se usam varias terminologias, como desreguladores
enddcrinos, disruptores endocrinos e interferentes enddcrinos (WAISSMANN, 2002).

A maioria dos DE € constituida de moléculas pequenas com a capacidade de
mimetizar, de forma agonista ou antagonista, alguns hormdénios esteroidais ou da tiredide o
que compromete 0s processos reprodutivos, de desenvolvimento e de manutencdo da
homeostase celular (SUMPTER, 1998; SADIK & WITT, 1999).

Conforme Birkett e Lester (2003), os DE ao perturbarem o funcionamento do
sistema enddcrino mimetizando horménios naturais provocam a formacao de mais receptores
hormonais, 0 que acarreta o bloqueio de sitios receptores na célula afetada, acelera a sintese e
a secrecdo dos hormonios naturais, desativando com isso as enzimas responsaveis pela
secrecdo de hormonios dificultando a interacdo desses hormoénios com os receptores celulares.

Muitas dos DE sdo persistentes no meio ambiente, acumulam-se no solo, no
sedimento de rios e sdo facilmente transportados a longas distancias pela atmosfera de suas
fontes. Acumulam-se ao longo da cadeia trofica, representando por isso, um sério risco a
salde daqueles que se encontram no topo da cadeia alimentar, ou seja, os humanos (MEYER,
SARCINELLI, JOSINO, 1999).



Os DE sdo substancias organicas ou inorganicas, seu uso pode acontecer tanto em
areas urbanas ou rurais, podem aparecer como residuos ou subprodutos derivados de usos
industriais dos mais diversos. Sdo encontrados em depositos de lixo, contaminando solo,
lencdis freaticos, mananciais de agua para abastecimento publico e, ainda, pela queima de
residuos hospitalares e industriais em incineradores, a exemplo das dibenzo-p-dioxinas
policloradas e dos dibenzofuranos policlorados. Nas areas hospitalares, o uso de alguns tipos
de medicamentos e produtos para esterilizacdo de equipamentos cirurgicos ja sdo
comprovadamente citados como interferentes enddcrinos e oferecem risco aos profissionais
da érea (ASSUNQAO & PESQUERO, 1999; BAIRD, 2002; XELEGATI & ROBAZZI,
2003).

No lixo domiciliar ha DE. Teves (2001) indicou com clareza que mercurio e chumbo
foram encontrados no lixo coletado em Sdo Paulo/SP e Sisinno e Oliveira (2003)
comprovaram haver cadmio, chumbo, manganés e mercurio no chorume captado em aterros e
lix0es.

Os primeiros relatos de substancias quimicas DE indicam o dietilestilbestrol,
medicamento usado por mulheres entre os anos 50 e 70, que apresentou resultados
desastrosos, dentre eles o cancer da vagina e infertilidade nas filhas nascidas de mées que o
usaram, o que provou seu efeito teratogénico, além de deformacdes irreversiveis do Utero em
filhas nascidas de mées que o usaram. Muitas destas filhas s6 vieram a descobrir os problemas
aos vinte anos de idade (SONNENSCHEIN & SOTO, 2002; COLBORN & DUMANOSKI,
2002).

Também os homens que trabalharam nas fabricas do medicamento tiveram
crescimento das mamas e meninos filhos de mées que usaram o medicamento durante a
gravidez vieram a sofrer de criptorquidia, a auséncia de testiculo no escroto (COLBORN &
DUMANOSKI, 2002).

A geracdo dos DE pode ser intencional e/ou como subprodutos ndo intencionais de
processos industriais tais como o branqueamento de papel e celulose, emissdes das fundicdes
de aco e de motores de veiculos bem como na queima de produtos que contenham cloro como
0 PVC, seja em incineradores, caldeiras de fundo de quintal ou vindo de incéndios de prédios.
(GOETTLICH, 2009)

Os DE mais insidiosos sdo os produtos quimicos sintetizados pelo homem. Estamos
rotineiramente expostos a eles na maioria das areas de nosso dia-a-dia como em casa, no
trabalho e no lazer. Fazem parte desta lista: produtos de beleza e de higiene (cosméticos,

filtros solares, perfumes, sabonetes); farmacos (pilula anticoncepcional); selantes dentarios;



solventes; agrotoxicos e os plasticos. Eles sdo encontrados no meio ambiente em
concentracdes da ordem de pg L™ até ng L™ e sdo suspeitos de causarem efeitos adversos &
salde humana e animal. (GOETTLICH, 2009; SANTAMARTA, 2001).

O organismo dos animais e humanos esta subordinado a uma série de eventos,
complexos, integrados e conectados, dos quais a liberacdo de hormonios aos varios 6rgaos é
vital. Quando o ritmo da liberacdo e/ou a quantidade de horménios sdo desarranjados, 0s
resultados podem ser devastadores e definitivos (GOETTLICH, 2009).

A disfuncdo pode ser tanto na forma de quantidades inapropriadas como na
desconexdo da resposta ao estimulo, bloqueando os efeitos hormonais em partes sensiveis do
organismo a isto. Pode também ser pela estimulacdo ou inibicdo do sistema enddcrino que
podera produzir uma quantidade inadequada de horménios. Qualquer uma destas
interferéncias no sistema enddcrino pode afetar o desenvolvimento fisico em geral, do
aparelho reprodutivo, do desenvolvimento cerebral, do comportamento, da regulacdo da
temperatura e de muitos outros (GOETTLICH, 2009).

3.3 BISFENOL A (BFA)

O BFA, 2,2-bis(4-hidroxifenil)propano, ¢ uma substancia quimica produzida em
grandes quantidades para uso principalmente na producgdo de plésticos policarbonato e resinas
epoxi. A producdo mundial foi estimada em 2,5 milhGes de toneladas em 2001 (BILES et al.,
1997; FURHACKER, SCHARF, WEBER, 2000; STAPLES et al., 2002 apud LEANDRO,
2006).

Embora possua pouca homologia estrutural em relacdo ao estradiol, apresenta
semelhanca ao dietilestilbestrol, apresentando dois grupos hidroxila-fendlicos (figura 1),
sendo obtido a partir da condensacao de 2 mols de fenol com 1 mol de acetona (LEANDRO,
2006; STAPLES et al., 1998).

CH,

OO

CH,

Figura 1. Formula estrutural do BFA.



A maioria do BFA ¢ utilizada na manufatura de policarbonato (60%) e resina epoxi
(30%) com os 10% remanescentes sendo utilizados para producdo de resinas poliéster. O
policarbonato, composto de mondémeros de BFA, possui véarias qualidades comerciais
desejaveis como transparéncia, moldabilidade e forca de impacto alta (NIRA &
STEINMETZ, 1998).

A exposicdo humana ao BFA ndo é insignificante tendo em vista que policarbonatos
e resinas epOxi tendo como base o BFA apresentam varias aplicacdes: garrafas de bebidas,
potes de comida de bebé, revestimento das latas de alimento para prevenir corrosao,
fabricacdo de discos compactos, selantes dentarios, equipamento de seguranca e dispositivos
médicos (NIRA & STEINMETZ, 2003; CERHR, 2008).

Sob condic¢des ambientais, 0 BFA é um sélido, vendido na forma de pastilhas, flocos
ou cristais e tem um leve odor "“fendlico" ou hospitalar. E um composto de média polaridade,
moderadamente soltvel em 4gua sob temperatura ambiente (300 mg L™) e que se dissocia sob
condicBes alcalinas. Na Tabela 1 sdo apresentadas as propriedades fisico-quimicas do BFA
(STAPLES, et al., 1998; CERHR, 2008; LEANDRO, 2006).

Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas do BFA

Parametro Valor
Massa molar 228 g mol™
Formula molecular C1sH160,
Densidade 1.195gmL*
Ponto de ebulicdo 398°C
Ponto de fuséo 155°C
pKa 9,59-11,30

Solubilidade em 4gua 300 mg L™

Pressdo de vapor 5,3 x 10° KPa

Fonte: LEANDRO, 2006

Na Unido Europeia, ECSCF (European Commission Scientific Committee on Food)
e nos Estados Unidos, EPA (Environmental Protection Agency) estabeleceram limites oficiais
permitidos para a migracdo de BFA em alimentos, sendo que para ambos 0s 0Orgdos
regulamentadores o valor maximo é de 3 mg Kg™. No Brasil ndo existem limites oficiais para
0 BFA no ambiente ou em alimentos (LYONS, 2000; LEANDRO, 2006).
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Autores tém descrito em seus estudos os limites para BFA, adotando a faixa
permitida pela EPA para o grupo dos fenéis (60 — 400 pg L) (BASHEER, LEE, TAN, 2004).

No Brasil, a Portaria n.° 518/2004 do Ministério da Saude que fixa o limite maximo
de contaminantes presentes em agua potavel, ndo menciona limite permitido para fendis
totais. O Ministério do Meio Ambiente, por meio da Resolucdo 357/2005 do Conselho
Nacional de Meio Ambiente (CONAMA) determina que o teor maximo permitido para fendis
em aguas naturais é de 3 pg L™, para as classes | e 11, sendo de 10 pg L™ para a classe 111
(BRASIL, 2004; BRASIL, 2005).

3.3.1 BFANO MEIO AMBIENTE

Varios sistemas bidticos e abidticos sdo responsaveis pela degradacao e dispersdo do
BFA no meio ambiente. Além de o BFA ser solivel em &gua, este esta sujeito a adsorcéo por
sedimentos e & biodegradacdo, podendo possivelmente sofrer fotodegradacdo (STAPLES et
al., 1998).

Fromme e colaboradores (2002) encontraram concentragdes relativamente baixas de
BFA em 4guas superficiais (0,5 a 410 ng L™) e em amostras de efluentes de Estacdes de
Tratamento de Esgoto - ETE (18 a 702 ng L), mas concentracBes mais elevadas em
sedimentos (10 a 190 pg Kg™) e no lodo de esgoto (4 a 1360 pg Kg™). Além disso, efluentes
de aterros sanitarios também podem conter quantidades significativas de BFA. Mesmo
apresentando concentracdes consideraveis em efluentes de ETE, a maior fonte de liberacdo de
BFA para os ambientes aquaticos vem de processos industriais. A producdo de papel, por
exemplo, contribui com cerca de 150 toneladas anuais de BFA, apenas na Europa, enquanto
gue outros processos industriais tais como as producées de PVC e de resinas contribuem com,
aproximadamente, 35 toneladas anuais.

Os estudos conduzidos nos EUA (STAPLES et al., 1998), Alemanha (BOLZ,
KORNER, HAGENMAIER, 2000; FROMME et al., 2002; HEEMKEN et al., 2001) Japdo
(MATSUMOTO, 1982) e Holanda (BELFROID et al., 2002; HENDRIKS et al., 1994)
mostram que os niveis de BFA encontrados em rios sdo, em média, inferiores a 8 ng mL™.

Em agua de rio, o BFA pode ser degradado sob condigdes aerdbicas (IKE, JIN,
FUJITA, 2000; KANG & KONDO, 2002a; KLEECKA et al., 2001), porém nio sob
condicBes anaerdbicas (KANG & KONDO, 2002b).

Basheer e colaboradores (2004) encontraram niveis de contaminacdo que variaram

de 13,3 a 213,1 ng g™ em frutos do mar (camaréo, caranguejo, lula, peixe, etc.) vendidos em



11

supermercados de Cingapura. Dessa forma, peixes de agua doce e frutos do mar contaminados
por BFA podem se constituir em uma rota de contaminacdo de humanos e, consequientemente,
num problema de salde puablica, que afeta o0 mundo todo.

Estudos realizados por Pearce e Mackenzie (1999), apontaram que muitos
compostos sintéticos persistentes sdo transportados mundialmente e sdo acumulados em
ambientes até entdo intocados, como o norte do Canada e a Antartida. Para esses autores, a
explicacdo mais provavel é que os poluentes evaporam na atmosfera e sdo entdo transportados
pelas correntes de ar até as regiGes polares, onde foram detectados elevados niveis de
contaminagdo por compostos sintéticos em focas, ursos polares e baleias.

Geralmente, a possibilidade de se inalar altos niveis de BFA do ar é muito pequena.
Porém, trabalhadores de companhias que produzem produtos baseados no BFA sdo excecoes,
como demonstra o estudo de Hanaoka et al. (2002), onde se constata que a concentracdo de
BFA na urina era maior nos pulverizadores de resinas epdxi do que em trabalhadores que
nunca tinham entrado em contato com o BFA ou seus derivados. Rudel e colaboradores
(2001) encontraram concentracdes de BFA oscilando entre 2 a 208 ng m™ em 3 de 7 amostras
de ar coletadas em uma residéncia e prédio comercial, onde se trabalhava com plasticos.

Apos a Segunda Guerra Mundial, o campo dos materiais foi revolucionado pelo
advento dos polimeros sintéticos que, com a industrializacdo moderna tornou as embalagens
como parte anexa do produto de consumo, contribuindo para maior geracdo de residuo
polimérico. Embora represente somente cerca de 4 a 7% em massa, 0S materiais polimericos
ocupam de 15 a 20% do volume do residuo (BIANCO et al.,, 2008; D'ALMEIDA &
VILHENA, 2000).

Esses residuos sdo gerados a partir das residéncias e estabelecimentos comerciais, e
sdo constituidos, em sua maior parte, por embalagens plasticas descartaveis (sacos, potes,
frascos, garrafas, entre outros), e podem representar volumes consideraveis em algumas
cidades, como é o caso de Sdo Paulo onde foram coletados no ano de 2000, como lixo, cerca
de 900 toneladas/dia de materiais plasticos (D'ALMEIDA & VILHENA, 2000).

Depositados em aterros sanitarios esses residuos plasticos dificultam a compactacao
e prejudicam a decomposicao dos materiais biologicamente degradaveis, pois criam camadas
impermeaveis que afetam as trocas de liquidos e gases gerados no processo de biodegradacao
da matéria organica (D'ALMEIDA & VILHENA, 2000), constituindo assim, uma das formas
de liberagdo de BFA para o meio ambiente, conforme assinalam Dezotti & Bila (2007) em seu

estudo “Desreguladores enddcrinos no meio ambiente e conseqiiéncias”.
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A contaminacdo do solo por BFA pode estar correlacionada ao aumento da
densidade populacional, devido ao aumento da contaminacdo do solo por BFA oriundo
principalmente de aguas de efluentes domésticos e/ou industriais (KAWAHATA et al., 2004).

Li e colaboradores (2008) mostram que a presencga de metais pesados e surfactantes

catidnicos no solo causam um significativo aumento na absorgéo de BFA.

3.3.2 EFEITOS A SAUDE HUMANA E ANIMAL

Nos estudos “in vitro”, foi demonstrado que o BFA é uma substancia com acao
estrogénica fraca, aproximadamente 1.000-15.000 vezes menos potente do que o estradiol ou
0 estriol. O BFA efetivamente compete com o estradiol, ligando-se tanto ao receptor
estrogénico o como ao B, com afinidade pelo menos 1.000 vezes menor que o estradiol.
Acredita-se que o BFA exibe atividade estrogénica na ordem de 1 ng mL™ (GOULD et al,
1998; KUIPER et al, 1998, LEANDRO & MARCHI, 2006; MILLIGAN &
BALASUBRAMANIAN, 1998).

O BFA causa impactos significativos no desenvolvimento de fetos de inimeras
espécies. Visto que o BFA mimetiza horménios femininos, especula-se que ele afete
preferencialmente o desenvolvimento de fetos masculinos. Os danos causados pelo BFA sdo
ao mesmo tempo graves e de grande espectro. Ratos e camundongos desenvolvem
anormalidades metabdlicas, reprodutivas e comportamentais. O BFA afeta a taxa de
crescimento desses animais e interfere no crescimento dos testiculos, da vesicula seminal, da
prostata, da uretra e do pénis. Esse conjunto de anormalidades reduz a fertilidade desses
animais. Camundongos do sexo feminino também apresentam anormalidades nas mamas e
seus Gvulos em desenvolvimento podem apresentar sérias anormalidades cromossémicas. O
BFA afeta também o comportamento materno e o metabolismo de ratas e camundongos.
Além disso, sdo afetados seus periodos de puberdade e seus ciclos menstruais
(GOLOUBKOVA & SPRITZER, 2000; ROY, COLERANGLE, SINGH, 1998; SAUNDERS
etal., 1997).

Uma série alarmante de experimentos associou os danos causados pelo BFA em
embribes de ratos a um aumento maci¢co de aneuploidias — um tipo especifico de mutacgao
encontrado em muitos abortos espontdneos em humanos. Em ratos, os danos na diviséo
celular foram causados por niveis assustadoramente baixos de BFA, justamente os niveis
liberados espontaneamente de gaiolas ou garrafas de agua, fabricadas a partir do plastico
policarbonato (JENSEN et al., 1995; MILLIGAN & BALASUBRAMANIAN, 1998).
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O BFA provoca alteragfes permanentes nas regides do encéfalo associadas a doenca
de Parkinson. Também aumenta a dependéncia de anfetaminas em camundongos. Este mesmo
trabalho sugere ainda que a exposicdo cronica ao BFA em mulheres pode predispor seus
filhos a fissuras e recaidas para psicoestimulantes (ASHBY & TINWELL, 1998).

A exposi¢do humana pode surgir através de uma série de fontes, particularmente do
contato direto com alimentos contidos em plasticos com BFA. A lixiviagdo do BFA dos
materiais plasticos usados nas linhas de alimentos e latas de bebidas tem recebido atencédo
especial. Outras rotas de exposi¢do que sdo um foco de atencdo incluem a lixiviagdo do BFA
das mamadeiras dos bebés e de recheios de proteses dentais e selantes (LYONS, 2000).

3.4 AGUA MINERAL E BFA

O consumo de agua engarrafada tem crescido de maneira bastante acentuada nos
altimos anos, inclusive em lugares onde a administracdo publica garante agua potavel de
qualidade. A extracdo, engarrafamento, transporte e posterior eliminagdo deste produto
provocam diversos impactos no meio ambiente. Mesmo assim, alguns peritos lembram que
agua engarrafada ndo é a solucdo para os problemas de escassez de agua no mundo
(MUERZA, 2007).

A maioria das garrafas é feita de polietileno teraftalato (PET), um pléstico derivado
do petroleo, das quais podem migrar determinadas substancias, como o BFA, prejudicial para
a satde (MUERZA, 2007).

Estudos de laboratério demonstram que o BFA biologicamente ativo é liberado a
partir de garrafas de policarbonato seguindo a simulagéo de uso normal. Por isso, acredita-se
gue uma importante fonte de BFA esteja na ingestdo de alimentos e bebidas que tenham
estado em contato resinas epdxis ou plasticos policarbonato (BREDE, FJELDAL,
HERIKSTAD, 2003; KANG et al., 2006; LE et al., 2008).

Biles e colaboradores (1997) investigaram a migracdo do BFA de cinco galdes de
4gua (estocada por 39 semanas) e a quantidade de BFA encontrado ndo atingiu 5ug L™

Lambert e Larroque (1997) em suas pesquisas encontraram BFA e outros
contaminantes em agua mineral e vinhos armazenados em garrafas plasticas.

Estudos realizados por Onn, Woon e Leng (2005) constataram que temperaturas
elevadas, bem como solucBes &cidas e &lcalis resultam em aumento da migracdo do BFA.

Apos incubacdo por 8, 72 e 240 h em solventes que simulavam alimentos (10% de etanol a
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70 °C e 6leo de milho a 100 °C), a média da migracdo do BFA aumentou com a duragdo do
tempo de incubacéo.

Outros estudos também constataram concentracdes mais elevadas de lixiviacdo de
BFA em garrafas de plastico policarbonato reutilizadas em relacdo as novas: a lixiviacdo do
BFA foi observada a partir de gaiolas de policarbonato dos animais apds uma semana de
incubagdo & temperatura ambiente, constatando maiores niveis de migragdo de BFA das
gaiolas reutilizadas em relacdo as novas (HOWDESHELL et al., 2003).

Do mesmo modo, observou-se que mamadeiras de plastico submetidas a utilizacao
simulada, incluida lavagem, aquecimento e escovacao, ap0s incubacdo em &gua a 100 °C
durante uma hora, a quantidade liberada de BFA excedia a das novas mamadeiras (BREDE,
FJELDAL, HERIKSTAD, 2003).

Como consequiéncia, o Canada proibiu 0 uso de mamadeiras de plastico, a fim de
reduzir a exposi¢do das criancas ao BFA (HEALTH CANADA, 2008) e medidas nesse
sentido estdo sendo tomadas por varios Estados Norte-Americanos (AUSTEN, 2008). Alguns
fabricantes de garrafas de policarbonato eliminaram voluntariamente o BFA de seus produtos
(NALGENE, 2008), e varios revendedores retiraram as garrafas de policarbonato de suas
lojas (MUI, 2008).

No entanto, essas acOes tém servido mais como medida preventiva, dado que
nenhum estudo epidemioldgico avaliou as consequéncias fisiologicas da utilizacdo ou
reutilizacdo de garrafas de policarbonato. Por essa razdo, Carwile e colaboradores (2009)
procederam ao estudo do impacto do consumo de bebidas frias, em garrafas de policarbonato
sobre concentra¢Ges de BFA na urina entre uma populacdo no Harvard College, chegando a
conclusdo que o consumo de bebidas frias provenientes de garrafas de policarbonato esta

associado a um aumento substancial de BFA na urina.

3.4.1 EMBALAGENS PARA AGUA MINERAL

Os materiais usados para o envase de agua mineral incluem o plastico, com
aproximadamente 89% e o vidro, com aproximadamente 11% (DATAMARK, 2003a).

O baixo peso e custo da embalagem plastica apresentam-se como uma boa alternativa
frente ao vidro.

As principais embalagens plasticas utilizadas no acondicionamento de agua mineral

destinada ao consumo de mesa sdao o PET, que representa 88,6% do mercado, o polipropileno
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(PP), representando 9,0% e o policloreto de vinila (PVC), representando 2,4%. No caso do
envase de dgua mineral em garrafdes retornaveis, os principais polimeros utilizados sdo o
PET, o polietileno de alta densidade (PEAD), o PVC, o PP e o policarbonato (PC), que
representa 95,7% do segmento (DATAMARK, 2003b). O PET est& entrando no mercado de
garrafées de 20 L para agua mineral, com a vantagem de apresentar um maior brilho em

relacdo ao PP, e uma reducédo de custos em comparagéo ao PC (RETO, 2003).

3.4.1.1 POLIETILENO TEREFTALATO (PET)

O PET é classificado como sendo um material termoplastico, e apresenta
caracteristicas de um material cristalino, devido ao seu arranjo molecular, isto €, a forma e
simetria das moléculas. Os polimeros, quando cristalinos, ndo podem formar um cristal
regular, uma vez que os elementos de emparelhamento ndo sdo idénticos, devido as variagdes
possiveis de conformacdo das macromoléculas. Todos os polimeros cristalizaveis apresentam
como caracteristicas especificas a semicristalinidade, decorrente da presenca de fracoes
desordenadas entre os dominios ordenados (UNGARI, 1999).

Derivado da policondensacdo do acido tereftalico e do etilenoglicol, o polietileno
tereftalato (PET) apresenta excelentes resisténcias térmica, mecanica e quimica, podendo ser
aplicado como fibra, filme para embalagens, garrafas para bebidas e reforco em materiais de
construcdo civil, devido a sua temperatura de transicdo vitrea (~ 70 °C), alta temperatura de
fusdo (~ 250 °C) e boas propriedades mecanicas em temperaturas superiores a 175 °C
(UNGARI, 1999).

Diversas pesquisas tém demonstrado os riscos a salde associados a utilizacdo de
embalagens plasticas utilizadas como vasilhame de agua e refrigerantes. Esses vasilhames,
garrafas PET, podem conter guantidades substanciais de produtos quimicos que imitam ou
alteram o hormonio estrégeno (CORTEZ, 2009).

Evandri et al. (2000), verificaram o efeito toxicolégico de substancias quimicas que
migraram para agua mineral acondicionada em garrafas PET sob diferentes condi¢cfes de
armazenamento (a 40 °C no escuro, a 25 °C com e sem exposicdo a luz solar), usando o teste
com Allium cepa. Os resultados revelaram que as substancias quimicas migradas induziram
aberracGes citogenéticas independentemente das condi¢bes de estocagem, as quais foram
evidenciadas ap6s oito semanas de armazenamento e, portanto, dentro do prazo de validade

do produto.
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Wagner e Oehlmann (2009), em seu estudo, utilizaram o molusco Potamopyrgus
antipodarum (Gastropoda), como espécime de teste, considerando que é especialmente
sensivel ao estrogénio. Comunidades foram ‘hospedadas’ em garrafas/embalagens de vidro,
de PET e de Tetra Pak, de forma que fosse possivel acompanhar a sua reprodugdo. Os
espécimes “hospedados” nas garrafas PET tiveram uma taxa de reproducdo equivalente ao
dobro das garrafas de vidro. Os espécimes jovens, nascidos nas garrafas PET apresentaram
elevados indices de estrogénio, equivalente a 25 ng L™ de agua de etinilestradiol, um potente
estrogénio sintético de pilulas anticoncepcionais. Os pesquisadores, para fins de avaliagdo da
extensdo potencial da contaminacdo, estudaram 20 marcas conhecidas de agua mineral, sendo
9 em garrafas PET, 9 em vidro e 2 Tetra Pak. A agua foi testada em tubos de ensaio para
identificar o estrogénio, usando como referéncia o 17-beta estradiol, um dos mais potentes
estrogénios de espécies mamiferas. As garrafas de vidro mostraram uma pequena ou
inexistente contaminacdo por estrogénio. Das 9 marcas embaladas em PET, 5 apresentaram
grande presenca de estrogénio. O mesmo ocorreu nas embalagens Tetra Pak com grande

presenca de PET em sua constituicdo, demonstrando o risco potencial dessas embalagens.

3.4.1.2 POLICLORETO DE VINILA (PVC)

Segundo BLASS (1988) o PVC é um dos mais importantes termoplasticos sintéticos
em uso. Sua resina pura € caracterizada pela dureza e rigidez, mas a introducdo de
modificadores permite qualquer grau desejado de amolecimento, fornecendo materiais
coriaceos e em alguns casos bastantes flexiveis.

O PVC ocupa um lugar de destaque entre os termoplasticos presentes no cotidiano e
devido a necessidade de incorporacdo de aditivos durante o seu processamento, apresenta
caracteristicas que o tornam adaptavel a multiplas aplicagdes, sendo considerado um dos plas-
ticos mais versateis (PASSADOR, PESSAN, RODOLFO, 2006).

Aproximadamente 80% do PVC consumido no mundo sdo produzidos através de
polimerizacdo do monémero em suspensdo. Por este processo é possivel obter resinas de PVC
adequadas a producdo de tubos e conexdes, perfis, isolamento de fios e cabos elétricos, entre
outras aplicagbes (PASSADOR, PESSAN, RODOLFO, 2006).

A presenca do atomo de cloro na estrutura quimica do PVC o torna naturalmente
resistente a propagacgdo de chamas. Além disso, confere polaridade, que permite sua mistura
com uma gama de aditivos muito maiores que a de qualquer outro termoplastico,

possibilitando a preparacdo de formulacdes com propriedades e caracteristicas adequadas a
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cada aplicagdo (PASSADOR, PESSAN, RODOLFO, 2006).

O PVC é considerado um polimero amorfo ou de baixa cristalinidade (maxima de
15%), devido a disposicdo espacial randémica dos atomos de cloro na cadeia polimérica. O
PVC é susceptivel a reacdes de degradacao quando exposto ao calor, a agentes oxidantes e ao
intemperismo, afetando suas propriedades durante o processamento e uso final. A aditivacdo
do PVC proporciona a obtengdo de compostos que sdo possiveis de serem processados,
possibilitando a obtencdo de uma ampla gama de produtos com as caracteristicas desejaveis
para cada aplicacdo (PASSADOR, PESSAN, RODOLFO, 2006).

3.4.1.3 POLIPROPILENO (PP)

PP é um termoplastico semicristalino e apresenta densidade em torno de 0,90 g cm™,
com cristalinidade ao redor de 50%. Apresenta temperatura de fusdo em 165 °C e temperatura
de transicdo vitrea ao redor de 0° C (LIEBERAN & BARBE, 1987). As propriedades
mecanicas do polipropileno sdo fortemente influenciadas pela massa molar, as quais
introduzem orientacdes, tensdes, etc. (WHITELEY et al., 1982).

O PP é considerado um termoplastico commoditie, sendo utilizado em moldagem
por injecdo, sopro e extrusdo (geral, termoformagem, fibras, filmes). Essa variedade de
produtos requer uma sele¢do cuidadosa do grade de acordo com as caracteristicas do produto
e dos equipamentos de processamento (WHITELEY et al., 1982).

A grande diversidade de produtos de PP é devido a sua facilidade de processamento,
boas propriedades mecénicas (alta resisténcia a tracdo e rigidez, aliada a tenacidade,
estabilidade dimensional sob altas temperaturas), alta resisténcia quimica, eficiente barreira a
umidade e transparéncia quando orientado, baixo custo e baixa densidade (LIEBERAN &
BARBE, 1987; PRIOLEAU, 1995).

E a resina que registra maior crescimento nos mercados brasileiro e mundial. O
notavel crescimento do consumo de PP se deve as novas aplicagdes e substituicGes de outros
materiais como PVC (12%), PE (10%) e metais (7%) e materiais de engenharia. Por ser um
material adequado a formulagdes, tem o principal campo em aplicacGes de engenharia como
em autopecas (a fracdo de PP chega a 50% /m do total de plasticos utilizados nos carros de

passeio europeu) e nos eletrodomésticos (BERGER et al., 1999).



18

3.4.1.4 VIDRO

Atualmente os vidros sdo utilizados nos mais variados ramos das atividades
humanas, em casa, na ciéncia, na indldstria e mesmo em arte, pois eles podem ser ajustados as
suas finalidades (AKERMAN, 2000). Devido a sua vasta faixa de composi¢do quimica,
apresentam uma ampla variagdo de propriedades oOticas, térmicas, elétricas, mecanicas e
quimicas.

Para 0 segmento de alimentos e bebidas, o vidro de embalagem é constituido
basicamente pelo 6xido de silicio (SiOy) ou silica, e pelos 6xidos de sédio (Na,O) e de célcio
Ca0) e é denominado sodo-célcico. Além disso, sdo introduzidos outros 6xidos, como o
magnésio (MgO) e o aluminio (Al,O3), com o0 objetivo de aumentar a resisténcia quimica e
mecéanica (DANTAS, 2004).

O vidro é um dos poucos materiais de embalagem que pode ser considerado de
elevada durabilidade quimica e inerte @ maioria das substancias conhecidas. Apenas o0 acido
fluoridrico (HF) dissolve o vidro de forma intensa (JAIME e DANTAS, 2005).

Contudo, dependendo da composi¢do do vidro, especialmente o vidro sodo-calcico
em presenca de agua (liquida, umidade ou solucdo aquosa), pode sofrer uma espécie de
“corrosdo quimica”, podendo levar at¢é mesmo a alteragdes estruturais do material. Esta
corrosao poderd ocorrer de forma mais ou menos intensa dependendo ainda do pH da solucdo,
sendo que estudos realizados demonstram que o vidro é mais resistente a solucdes acidas e
levemente basicas (pH <9), porém menos resistente a solucdes basicas (RAWSON, 1980).

De acordo com a Resolucdo 27/96, que aprova o regulamento sobre embalagens de
vidro, as embalagens produzidas com vidro tipo sodo-calcico, desde que ndo possuam
nenhum tipo de decoracdo ceramica aplicada na superficie que devera entrar em contato com
0 produto alimenticio, ndo apresenta restricio de uso para contato com alimentos,
independentemente da coloracdo, formato ou capacidade volumétrica do artigo de vidro
(BRASIL, 1996).

3.5 TECNICAS ANALITICAS PARA O BFA

Algumas das tecnicas analiticas utilizadas para o BFA sédo apresentadas na Tabela 2.



Tabela 2: Relagdo de técnicas analiticas para quantificar BFA

MATRIZ TECNICA | PRE-TRATAMENTO LD/LQ REC % BFANA AUTOR
AMOSTRA
Agua de superficie CG/EM EFS LD: 0,002 pg L™ 119 02-4pgL*t AZEVEDO et al., 2001
Agua residual urbana CG/IEM EFS LQ: 150 ng L™ 95 -105 - BALLESTEROS et al., 2006
Agua CG/EM EFS LD:0,05ng L™ | 101-106 - BOLZ, KORNER, HAGENMAIER, 2000
Agua CGIMS EFS LD: 1,5 pguL™ 83 -105 22 -26 pg uL* COSTA, 2008
Agua CG/EM MEFS ? LD: 15 g L™ 104.9 - HALALEH et al., 2001
Agua de superficie CG/EM ELL® LD: 0,17 ng L™ 80 19,1-106,5ng L™ JIN et al., 2004
Agua de rio CG/EM EAAP ¢ LD: 2 pg mL™ 99,3-103 | 7,2-26,8pgmL™ KAWAGUCHI et al., 2004b
Agua CL/EM® EFS LD:1ngL™ 99,8 39-47ngL" KAWAGUCHI et al., 2005
Agua de rio CG/EM MEFL ° LD: 2 pgmL* i?)jl_ - KAWAGUCHI et al., 2006
Agua de rio CG/IEM EFS LD:53ng LT 80,6 - 98 9-24ngL? LIU, ZHOU, WILDONG, 2004
Agua CG/EM EFS LD:5ng L? 58 - MOL, SUNARTO, STEIJGER, 2000
Agua CG/EM MEFS LD:0,3ug L* 23,6 - MULLER et al., 2003
Agua de rio CG/IEM EAAP LD: 0,6 ng L™ if)’:g - NAKAMURA & DAISHIMA, 2004
Agua CL/EM EFS LD:63ng L™ 81 - RODRIGUEZ_M?ZAZ’ ALDA
BARCELO, 2004
Agua residual CG/EM ELL LD: 0,02 ug L™ - 0,02-05ug L™ VILCHEZ et al., 2001
Agua residual urbana CG/IEM ELL LD:0,3ng L™ 99,83 - ZAFRA et al., 2003

2 Microextragdo em fase s6lida; ® Extracéo liquido-liquido; ¢ Extracdo com adsorcdo com agitacdo e pressdo (Stir bar sorptive) ; ¢ Cromatografia liquida
acoplada a detector por espectrometria de massas; ® Microextracdo em fase liquida

67
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3.6 VALIDACAO DE METODOLOGIA ANALITICA

O processo de validacdo de um método analitico engloba seu desenvolvimento e
adaptacdo ou mesmo a implementacdo de um método ja estabelecido, estimando sua
eficiéncia laboratorial. Considera-se validado o método quando suas caracteristicas estiverem
conforme pré-requisitos estabelecidos. Na validacdo de um método analitico, demonstra-se
que ele é adequado ao que se propde (BRITO et al., 2003).

Defini¢bes existem muitas sobre a validacdo e séo de interesse crescente dos 6rgaos
reguladores e credenciadores. A maior agéncia reguladora do Pais, nessa area, € Agéncia

Nacional de Vigilancia Sanitaria, mais conhecida por ANVISA e afirma que a validacao:

[...] deve garantir, por meio de estudos experimentais, que 0 método atenda
as exigéncias das aplicagbes analiticas, assegurando a confiabilidade dos
resultados. Para tanto, deve apresentar especificidade, linearidade, intervalo,
precisdo, sensibilidade, limite de quantificacdo, exatiddo, adequados a
analise (ANVISA, 2003).

Outro 6rgdo regulador bem conhecido das empresas e dos consumidores é o Instituto
Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial, INMETRO, que define a
validacdo como sendo a comprovacao, atraves do fornecimento de evidéncia objetiva, de que
0s requisitos para uma aplicacdo ou uso especificos pretendidos foram atendidos (INMETRO,
2003).

A validag&o pode dar-se em um dnico laboratorio, validando-se um método local ou
adaptando outro, de local diferente, para comprovar-se sua eficiéncia. Costuma-se usar essa
validacdo no laboratorio nas fases iniciais do desenvolvimento de uma metodologia e na
publicacdo de artigos em revistas cientificas, onde se avaliam as varias caracteristicas de
desempenho de validacdo da metodologia, ndo se importando com a sua reprodutibilidade
(RIBANI et al., 2004).

Por outro lado, pode acontecer também que a validacdo envolva a totalidade das
caracteristicas de desempenho de um estudo entre varios laboratérios, estabelecendo-se a
reprodutibilidade e a incerteza associada a metodologia e nesse caso, a validacdo é conhecida
como sendo uma validacdo completa e é usada para testar-se o comportamento de
determinada matriz nos varios laboratérios. Assim aprovada, a metodologia podera ser aceita
como oficial para uma determinada aplicacdo (RIBANI et al., 2004).

Organizagbes nacionais (ANVISA; INMETRO) e internacionais como a ISO

(International Standard Organization), a IUPAC (International Union of Pure and Applied
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Chemistry) e a ICH (International Conference on Harmonization) cuidam para que a
qualidade e a confiabilidade sejam mantidas, e para que os laboratorios sejam certificados nas
normas (ISO 9001; ISO 14001) precisam mostrar competéncia técnica, submetendo-se a
credenciamento nesses 6rgdos (RIBANI et al., 2004).

A validacdo da metodologia analitica proposta foi obtida integrando-se parametros
sugeridos pela literatura (INMETRO, 2003; BRITO et al., 2003; LEITE, 1998).

3.6.1 PARAMETROS ANALITICOS PARA VALIDACAO DE
METODOLOGIA

A validacdo de Métodos Analiticos consiste em garantir, por meio de estudos
experimentais, que o método atende as exigéncias das aplicacBes analiticas, assegurando a
confiabilidade dos resultados. Os pardmetros analiticos correntemente aplicados para
validagdo de métodos analiticos de separacdo sao: seletividade, linearidade e faixa linear de
trabalho, preciséo, exatidao, limite de deteccdo e limite de quantificacédo (BRITO et al., 2003;
INMETRO, 2003; LEITE, 1998).

3.6.1.1 SELETIVIDADE

A ANVISA considera que seletividade é a capacidade que o método possui de medir
exatamente um composto em presenga de outros componentes, como impurezas, produtos de
degradacéo e componentes da matriz (ANVISA, 2003).

A seletividade garante que o pico de resposta seja exclusivamente do composto de
interesse. Se a seletividade ndo for assegurada, a linearidade, a exatiddo e a precisdo estardo
fatalmente comprometidas (RIBANI et al., 2004).

Muitas maneiras ha de se avaliar a seletividade, como a utilizacdo de detectores por
Espectroscopia de Massas que comparam o0 espectro do pico obtido na separagédo com o de um
padrdo (arquivado em biblioteca) e utiliza isso para demonstrar que o pico cromatogréafico é
atribuido a um s6 componente (ANVISA, 2003). Outro modo usa a adicdo de padréo analitico
(analises por Espectrometria de Absorcdo ou de Emissdo Atdmica) ou a compara¢do com
padréo externo (BRITO et al., 2003).

Se a matriz sem o analito estiver disponivel, a seletividade também podera ser

calculada utilizando-se os testes estatisticos F (Snedecor) de homogeneidade de variancias e o
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teste t (Student) de comparacdo de médias; se isso ndo ocorrer, a matriz podera ser avaliada

comparando-se as inclinacdes das curvas de adicdo de padrdo (INMETRO, 2003).

3.6.1.2 LINEARIDADE

Segundo a ANVISA, linearidade é a capacidade de uma metodologia analitica de
demonstrar que os resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito
na amostra, dentro de um intervalo especificado (curva analitica) e recomenda que a
linearidade seja determinada pela analise de pelo menos 5 concentracBes diferentes
(ANVISA, 2003).

A linearidade pode ser observada a partir do método matematico de regressao linear,
em que se calcula além dos coeficientes angular e linear, o coeficiente de correlacdo R,
através dos pontos experimentais. Um coeficiente de correlagdo maior que 0,999 é
considerado como evidéncia de um ajuste ideal dos dados para a linha de correlacdo
(RIBANI, et al., 2004). A ANVISA recomenda um coeficiente de correlacdo igual ou maior

que 0,99 e para o INMETRO um valor acima de 0,90 ja traduz um bom ajuste.

3.6.1.3 FAIXA LINEAR DE TRABALHO

Independentemente da técnica instrumental utilizada, a relacdo linear, representada
pela equacdo y = ax + b, tem validade apenas para certo intervalo de massa ou concentracdo
da espécie medida (RIBANI et al., 2004). No limite inferior da faixa de concentracdo, 0s
fatores limitantes sdo os valores do Limite de Deteccdo e Limite de Quantificagdo. J& no
limite superior, os fatores limitantes dependem do sistema de resposta do equipamento de
medicdo (INMETRO, 2003).

O interregno entre os niveis inferior e superior de concentracdo do analito no qual
foi demonstrado ser possivel a determinagdo com a precisdo, exatiddo e linearidade exigidas,
sob as condicdes especificadas para o ensaio, define a faixa linear de trabalho de um método
de ensaio (INMETRO, 2003).

Para a ANVISA (2003) um intervalo entre 80% e 120% da concentragdo teorica para
farmacos e medicamentos e de até 120% do limite m&ximo especificado para determinacao de

impurezas, sdo intervalos recomendaveis.
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3.6.1.4 SENSIBILIDADE

A sensibilidade € definida como a capacidade do método em distinguir, com certo
nivel de confianca, duas concentracdes proximas e na pratica, ela é o coeficiente angular do
grafico analitico (reta) e € determinada simultaneamente com os testes de linearidade (BRITO
etal., 2003; INMETRO, 2003).

Quando o método é sensivel, qualquer diferenca na concentracdo do analito, por
menor que seja, gera grande variagdo no valor do sinal analitico medido e expresso a
capacidade do procedimento analitico de causar varia¢do no valor da propriedade monitorada
ou medida, causada por pequena variacdo na concentracdo ou na quantidade do analito
(BRITO et al., 2003).

3.6.1.5 PRECISAO

Segundo Ribani e colaboradores (2004), a precisdo representa a dispersdo de
resultados entre ensaios independentes repetidos de uma mesma amostra, de amostras
semelhantes ou padrdes sob condigdes definidas. E costume expressar-se a precisio como o
desvio padrdo, a variancia ou o coeficiente de variacéo.

Pode-se expressar também a precisdo pelo intervalo de confianca da média, que é
uma faixa de valores no qual existe uma determinada probabilidade de se encontrar certo

valor de uma variével e ¢ calculada por:

. (4. T S
Intervalo de confianca da media =x £t ,—
Jn
Onde: t,.; = valor critico da distribuicdo de Student com n-1 graus de liberdade. O
valor t € tabelado e apresenta valores para diferentes niveis de confianca (RIBANI et al.,
2004).

Pode-se avaliar a precisdo pela estimativa do desvio padrdo relativo (RSD), também

conhecido como coeficiente de variacdo (CV) e sdo calculados pela expresséo:

RSD(%) ou CV(%) = = x100
X
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Onde: s = desvio padréo das recuperacfes e x = média das recuperacdes (BRITO, et
al., 2003; ANVISA, 2003; RIBANI et al., 2004).

A metodologia usada, a concentracdo do analito na amostra, o tipo de matriz e a
finalidade do método, definem o valor maximo admitido. Em geral métodos que quantificam
compostos em macro quantidades requerem um RSD de 1 a 2% e métodos de andlise de
tracos um RSD de até 20% (RIBANI et al., 2004).

3.6.1.6 EXATIDAO

Define-se exatiddo como sendo a concordancia entre o resultado de um ensaio e 0
valor de referéncia aceito convencionalmente como verdadeiro (INMETRO, 2003; Brito et
al., 2003).

Considera-se, sempre, dentro de certos limites, a um dado nivel de confianca, ou
seja, surgindo associada a valores de precisdo. Em analises com elevados niveis de
concentracdo, tais limites sdo reduzidos, tornando-se mais amplos nas andlises de tracos
(RIBANI et al., 2004).

A maioria dos métodos propostos para estudo de exatiddo considera o uso de
materiais de referéncia certificados (MRC) quando se comparam o método proposto com um
de referéncia, quando se aplicam ensaios de recupera¢do na matriz e quando séo elaborados
estudos em colaboracdo (BRITO et al., 2003).

Esses MRC vém acompanhados de um certificado do valor de concentragédo de cada
substancia e sdo utilizados quase sempre na validagdo de um método analitico. Esse
certificado € usado na comparacdo de seu valor com os valores obtidos nas analises das
replicatas, podendo-se usar nas comparagfes o erro relativo, o teste de hipoteses, indice z
(Score) e erro normalizado (INMETRO, 2003).

Comparam-se 0s resultados obtidos pelo método em desenvolvimento e o0s
resultados conseguidos por meio de um método de referéncia e avaliam-se a proximidade
entre os resultados obtidos pelos dois métodos, testando-se o grau de exatiddo do método
proposto em relacdo ao de referéncia (RIBANI et al., 2004).

Para os trabalhos entre laboratorios avaliam-se amostras preparadas
homogeneamente e testa-se 0 método aplicando-se as condigdes normais de trabalho
(INMETRO, 2003) contando-se com o nimero minimo de oito laboratérios aplicando-se a
analise de variancia que checam a existéncia de diferencas representativas entre os valores
obtidos pelos laboratorios envolvidos (BRITO et al., 2003).
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Define-se recuperagdo como a propor¢do da quantidade da substancia desejada,
presente ou adicionada na porcao analitica do material teste, que se extrai, e seja passivel de
quantificacdo. Esse ensaio de recuperacdo tem sido amplamente usado nas validacbes de
processos analiticos (RIBANI et al., 2004).

Na recuperagdo, usa-se a fortificacdo da amostra que se consegue adicionando-se
solucdes com diferentes concentragGes do analito de interesse, para em seguida, proceder-se a
determinacdo da concentracdo do analito adicionado, calculando-se entdo, a porcentagem da

quantidade recuperada pelo método, por meio da férmula a seguir (BRITO et al., 2003).

| valor obtido - valor real |
valor real

=x100

Rec.(%) =

Onde Rec.(%) = Recuperacdo

Diversos componentes da matriz podem interferir na separagdo, detec¢cdo ou na
quantificacdo da substancia, portanto os efeitos dos componentes da matriz devem ser
investigados (RIBANI et al., 2004).

A dispersdo dos resultados cresce com a diminuicdo da concentracdo, e a
recuperacdo pode variar significativamente com a oscila¢do das concentra¢des, quando muito
altas ou muito baixas. Deve-se avaliar a recuperacdo na faixa de concentracdo esperada para o
composto de interesse e isso se consegue com a adicdo da substdncia no minimo em trés
diferentes niveis de concentracfes, por exemplo, proximo ao limite de quantificacdo (LQ),
préximo a concentracdo maxima permitida pelo método em teste e em uma concentracdo
préxima a média da faixa de uso do método (RIBANI et al., 2004). A ANVISA (2003)
estabelece um intervalo linear de trés concentracBes em triplicatas na faixa baixa, média e
alta, gerando um nimero minimo de nove determinacgdes e fixa os intervalos aceitaveis de
recuperacdo para andlise de residuos entre 70 e 120%, com precisdo de até + 20%. Ribani e
colaboradores (2004), considerando a complexidade da analise e da amostra, aumentam esse
valor, que pode chegar a ser de 50 a 120%, com precisdo de até + 15%.

O teste de hipoteses também é muito usado na determinacao da exatiddo e estabelece
como hipotese nula (HO) Rec. = 100% e como hipotese alternativa (H1) Rec. = 100 e aplica o
teste t com 95 ou 99% de confianca e n-1 graus de liberdade. Comparam-se os valores de t
tabelados com os calculados pela equagéo a seguir e sendo esse o valor de t maior que o valor
calculado, aceita-se a hipotese nula, significando que ndo ha diferencas representativas entre

valor encontrado e o valor tido como verdadeiro (BRITO et al., 2002).
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(Rec —100)

S
\Vn

tealculado =

Onde: Rec é a recuperacdo média; s € o desvio padrdo das recuperacdes e n é o
namero de replicatas.

3.6.1.7 LIMITE DE DETECCAO (LD)

Segundo a ANVISA (2003), Limite de Detec¢do (LD) é a menor quantidade do
analito presente em uma amostra que pode ser detectado e ndo necessariamente quantificado,
sob as condicBes experimentais estabelecidas. Calcula-se o LD de trés modos diferentes,
usando-se 0 método visual, ou o método relacdo sinal-ruido, ou ainda o método em
parametros da curva analitica.

No primeiro método (visual), determina-se o LD utilizando-se a matriz com adicao
de concentracdes conhecidas da substancia de interesse, distinguindo-se entre ruido e sinal
analitico pela visualizagdo da menor concentracdo visivel (detectavel) (RIBANI et al., 2004).

No segundo método (relacdo sinal-ruido), que é aplicavel em procedimentos
analiticos que mostram o ruido da linha base, determina-se a relacéo sinal-ruido e compara-se
com a medicdo dos sinais de amostras em baixas concentracdes conhecidas do composto de
interesse na matriz e uma matriz isenta do composto de interesse (branco) destas amostras.
Fica entdo estabelecida uma concentracdo minima na qual a substancia pode ser facilmente
detectada (RIBANI et al., 2004). A ANVISA (2003) sugere uma relacédo sinal-ruido de 3:1; j&
o INMETRO (2003) recomenda uma relacdo de trés a cinco vezes maiores que o sinal do
ruido.

No terceiro método, calcula-se o LD por meio de parametros da curva analitica,

conforme segue:
LD=33x>
S

Onde: s é a estimativa do desvio padrdo da resposta, podendo ser a estimativa do
desvio padrdo do branco, da equacdo da linha de regressdo ou do coeficiente linear da

equacdo e S é a inclinacdo ou coeficiente angular da curva analitica.
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3.6.1.8 LIMITE DE QUANTIFICACAO (LQ)

A ANVISA (2003) define Limite de Quantificacdo (LQ), que é um parametro
determinado para ensaios de quantificacdo, como a menor quantidade do analito em uma
amostra que pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis sob condicOes
experimentais pré-estabelecidas e pode ser expresso como uma concentracao, registrando-se a
precisdo e a exatidao determinadas.

Os critérios utilizados para o LD valem para o LQ, utilizando a relacdo 10:1, ou seja,
calcula-se 0 LQ utilizando-se quaisquer dos métodos, visual, de relacdo sinal-ruido ou a
relacdo entre a estimativa do desvio padrdo da resposta (s), que pode ser a estimativa do
desvio padrdo do branco, da equacdo da linha de regressdo ou do coeficiente linear da

equacdo e a inclinacdo da curva analitica (S), em niveis proximos ao LQ, pela equacao:
S
LQ=10x—
Q S

Esses limites LD e LQ podem ser afetados pelas condi¢des cromatogréaficas. Picos
cromatogréaficos maiores aumentam a relagéo sinal-ruido, causando LD e LQ menores, porém
costuma-se contornar esse problema calculando-se esses limites por meio dos parametros da

curva analitica, que é estatisticamente mais confiavel (RIBANI et al., 2004).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

4.1.1 PADROES, REAGENTES E SOLUCOES
4.1.1.1 SOLUCOES PADRAO DE BFA

A solucdo estoque de BFA (Aldrich, EUA, 95%) na concentracio de 102 mg L™ e
solugdes de trabalho de BFA na concentragdo de 1,0 mg L™ foram preparadas em etanol
(Vetec, Brasil, 95%).

4.1.1.2 SOLUCAO DE AGUA/METANOL

A solucgdo de dgua/metanol na proporcdo 9/1 (v/v) com &gua ultra-purificada (Elga,
Analitica, condutividade 18,2 mQ cm™) e metanol (Dinamica, Brasil, HPLC/UV).

4.1.1.3 DEMAIS REAGENTES

Foram utilizados no processo acetato de etila (Mallinckrodt, México, HPLC) e
hexano (Vetec, Brasil, 95% para analise de pesticida).

Para o processo de derivacdo foi utilizado anidrido trifluoracético, TFAA, (Aldrich,
EUA, > 99%).

4.2 LIMPEZA DE VIDRARIA

A vidraria foi lavada utilizando o detergente alcalino Extran (Merck, Brasil) a 2%
em banho de ultrassom (Spencer, Unique, Brasil) por 15 min, exceto a vidraria volumétrica
que foi deixada imersa nesta solucao durante uma noite. Em seguida, foi enxaguada com agua
de torneira, agua destilada, agua deionizada e seca ao ar. Os frascos foram secados em estufa
a 40 °C por 12h.
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4.3 METODOLOGIA ANALITICA

Neste estudo um metodo analitico para determinacdo de BFA em agua mineral foi
desenvolvido, utilizando-se Extracdo Fase Solida (EFS) e analise por Cromatografia em fase

gasosa acoplada a detector por captura de elétrons (CG-DCE).
4.3.1 EXTRACAO E DERIVACAO

O volume de amostra tomado foi de 500 mL para cada ensaio.
Foi realizada reagdo de derivagdo para aumento de sensibilidade, proporcionando
melhor visualizacdo do analito frente a coluna utilizada conforme proposto por Costa (2008).

A Figura 2 mostra a reacédo de derivacdo do BFA com TFAA.

OH (@)

o o
I I

HsC——C——CH; + F,C—C—0—C——CF; ==—== HC——C——CH,

OH (O]

Figura 2. Reacéo de derivacdo do BFA com TFAA.

Para a EFS foram utilizados cartuchos STRATA-X de 200 mg x 3 mL
(Phenomenex, EUA) em um sistema de extracdo de 12 posic¢Ges da Supelco (EUA) acoplado a
bomba de vacuo da Tecnal (Brasil) com pressdo de 20 mmHg.

As amostras foram extraidas e derivadas conforme fluxograma abaixo apresentado

seguindo modificagcdo de metodologia proposta por Leandro (2006).



Condicionamento do cartucho

5 mL de acetato de etila

5 mL de metanol sob vacuo
5 min de repouso

15 mL de aaua ultra pura

Retencéao

l 500 mL de amostra (fluxo + 4 mL min™)

Lavagem

l 10 mL de agua/metanol (9:1 v/v)

Secagem

l 1h20min sob vacuo

Eluicao

v 4mLde metanol (fluxo + 1 mL min™)

Evaporacdo a secura

¢ Fluxo brando de nitrogénio gasoso (99,9%)

Redissolucdo em solvente

¢ 2 mL de metanol

Evaporacao a secura

¢ Fluxo brando de nitrogénio gasoso (99,9%)

Derivacéo

0,2 mL de TFAA
15 min em estufa a 40 °C

Evaporacdo a secura

¢ Fluxo brando de nitrogénio gasoso (99,9%)

Redissolucdo em solvente para analise

¢ 1 mL de hexano

Injecdo da amostra no CG/DCE
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4.3.2 BRANCO E TESTEMUNHA

Os ensaios de branco consistiram em realizar todo o procedimento de extracdo sem a
passagem de amostra pelo sistema de extracdo. Para tal, foi seguido todo o roteiro acima
proposto e posterior inje¢cdo no cromatografo a titulo de isentar os reagentes utilizados de
possiveis interferéncias na analise do BFA.

Para os ensaios de testemunha foi utilizado como amostra agua isenta de BFA e
todos os demais reagentes descritos, aplicados ao método proposto e a titulo de isentar a

matriz de possiveis interferéncias na analise do BFA.

4.3.3 AMOSTRAS DE AGUA MINERAL

O material analisado consistiu de amostras de agua mineral, consumida pela
populacdo, adquiridas no comércio local (Campo Grande/MS), ndo obedecendo a um critério
estatistico, mas sim atendendo a uma necessidade de aplicacdo da metodologia desenvolvida
para possibilitar o estudo da presenca ou ndo de BFA nas amostras.

Foram analisadas quatro amostras de agua mineral, usando como critérios as
diferencas de embalagens (PET, PVC, PP, Vidro) a fim de se obterem dados referentes as
possiveis variagcdes na concentragdo de BFA nas amostras.

As amostras nas quais o0 método desenvolvido foi aplicado encontram-se descritas na
Tabela 3.

Tabela 3. Descri¢do das amostras reais de agua mineral

Amostra Tipo Embalagem Volume
1 Agua mineral natural PET 1,50 L
2 Agua mineral natural PVC 1,50 L
3 Agua mineral natural PP 310 mL

Agua mineral natural

Reforgada com gas Vidro 330 mL
da mesma fonte *

*Submetida a 60 min em ultrassom (Spencer, Unique, Brasil) para desgaseificacdo

N&o se executou procedimento algum para conservacdo das amostras, que foram

retiradas dos seus acondicionamentos e submetidas ao procedimento analitico.



4.4 CONDICOES CROMATOGRAFICAS

As analises foram efetuadas em Cromatografo a Gas com Detector por Captura de
Elétrons CP-3800 (Varian), equipado com uma coluna capilar Wcot de silica fundida, CP-Sil

13CB (50 m x 0,32 mm x 0,4 um) da Varian. As condi¢des cromatogréaficas estdo descritas na

Tabela 4.

Tabela 4. Condic¢des cromatograficas do método analitico

Injetor (°C) 270
Detector (°C) 280
Inicial: 120 (2 min)
Coluna () 120 — 210 (15°C min ™)

210-280 (10 °C min %)
Final: 280 (5 min)

Pressdo na coluna (psi) 12.3
Vazio do gas de Arraste (mL min™) 2.1
Vazéo do gés de make-up (mL min™) 30

Tempo de anélise (min) 20

Modo de injecéo

sem diviséo (splitless)

Volume de injecéo

1uL

Gas de arraste

Hélio 5.0 analitico (White Martins)

Gés de make-up

Nitrogénio 4.6 (White Martins)

4.5 LIMITE DE DETECCAO E LIMITE DE QUANTIFICACAO

O limite de detec¢do (LD) foi determinado através da relacédo sinal:ruido da linha de
base. Para isso foram preparadas solucbes padrdes que foram injetadas até se obter um sinal

referente aos analitos com uma altura média igual a trés vezes a altura média referente ao

ruido.

Igual procedimento foi utilizado na determinacdo do LQ, porém, para a sua

determinacéo (LQ) utilizou-se uma relacéo sinal:ruido de 10:1.
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4.6 CURVA ANALITICA PARA O BFA DERIVADO COM TFAA

Foram preparadas e analisadas, em triplicatas, solu¢des padrdao nas concentracdes de
25, 75, 125, 175 e 250 ng mL™" para elaboracdo da curva analitica utilizando-se o BFA
derivado com TFAA.

4.7 VALIDACAO DE METODOLOGIA

Para o estudo de recuperacgdo, aliquotas de 500 mL das amostras, em triplicatas,
foram fortificadas com 25, 75 e 125 ng de BFA representando 1LQ, 3LQ e 5LQ.

O procedimento analitico também foi realizado na amostra testemunha para
assegurar-se da isencdo do analito na matriz.

As amostras fortificadas foram deixadas em repouso por um periodo de 30 minutos

para depois serem submetidas ao procedimento analitico.
4.8 LINEARIDADE E FAIXA LINEAR DE TRABALHO

Adotou-se a faixa de 1 a 10 LQ dos compostos estudados. Volumes pré-
determinados de padrbes de BFA (concentragfes conhecidas) foram adicionados para

obterem-se amostras com as concentragdes desejadas.
4.9 ENSAIOS DE RECUPERAQAO

Ensaios de recuperagdo foram utilizados para verificarem-se a preciséo e exatidao do
método, haja vista que estes ensaios atendem a todos 0s pardmetros necessarios para a
avaliacdo destas variaveis.

A formula a seguir foi utilizada para o calculo das recuperacdes, Rec.(%).

Rec.(%) = |valor obtido — valor real| x 100

valor real

valor obtido= obtido pela injecdo da amostra fortificada
valor real= obtido pela injecdo do padréo



E os coeficientes de variagdo CV(%) foram calculados por meio da férmula.
CV(%) = 2 x100
X

s = desvio padréo das recuperagdes

x = média das recuperacoes

34
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 LIMITE DE DETECCAO ELIMITE DE QUANTIFICACAO

Os valores encontrados para LD e LQ para o BFA derivado com TFAA estéo

relacionados na Tabela 5.

Tabela 5. Limite de deteccdo e limite de quantificacao

BFA LD (ng mL™) LQ (ng mL™)
Equipamento 7,5 25
Método 0,015 0,05

5.2 CURVA ANALITICA PARA O BFA DERIVADO COM TFAA

A seguir sdo apresentados exemplos dos cromatogramas obtidos nas concentragdes

utilizadas para a construcdo da curva analitica.
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Figura 3. Cromatograma obtido pela injecdo de 1,0 uL de uma solugdo de BFA (25 ng mL™)
derivado com TFAA.

Minutes
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Figura 4. Cromatograma obtido pela injecdo de 1,0 uL de uma solugdo de BFA (75 ng mL™)
derivado com TFAA.
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Figura 5. Cromatograma obtido pela injecdo de 1,0 uL de uma solugdo de BFA (125 ng mL™)
derivado com TFAA.
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Figura 6. Cromatograma obtido pela injecdo de 1,0 puL de uma solugdo de BFA (175 ng mL™)
derivado com TFAA.
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Figura 7. Cromatograma obtido pela injecdo de 1,0 puL de uma solugdo de BFA (250 ng mL™)
derivado com TFAA.



A Figura 8 mostra a curva analitica do BFA derivado com TFAA.
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Figura 8. Curva analitica do BFA derivado com TFAA.
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5.2.1 EQUACAO DA RETA E COEFICIENTE DE CORRELACAO

38

A equacdo da reta e o coeficiente de correlacdo (R) obtido estdo apresentados na

Tabela 6.

Tabela 6. Equacéo da reta e coeficiente de correlacéo.

Curva analitica

Equacao da reta

(y=a+bx)

Coeficiente de correlacédo (R)

BFA derivado com TFAA

y = 60,284 + 1,216x

0,9928
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5.3 VALIDACAO DE METODOLOGIA

5.3.1 SELETIVIDADE

Evidencia-se na analise dos cromatogramas das amostras do branco, da testemunha e
do padrdo BFA, apresentadas nas figuras 9 a 12, que no tempo de retengdo (12,9 min) néo
foram registrados picos cromatograficos iguais ou proximos ao do BFA, indicando que ndo
houve interferéncias da matriz no padrédo, portanto, garantindo que o méetodo é especialmente

seletivo.
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Figura 9. Cromatograma obtido pela injecéo de 1,0 pL do branco.
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Figura 10. Cromatograma ampliado obtido pela injecéo de 1,0 pL do branco.
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Figura 11. Cromatograma obtido pela injecdo de 1,0 uL da amostra testemunha.
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Figura 12. Cromatograma ampliado obtido pela injecéo de 1,0 uL da amostra testemunha.

5.3.2 LINEARIDADE E FAIXA LINEAR DE TRABALHO

A Tabela 6 apresentada anteriormente mostra a boa linearidade da curva, exibindo o
Coeficiente de Correlagdo (R) maior que 0,99 atendendo assim satisfatoriamente as
recomendacgOes da ANVISA (2003).

5.3.3 ENSAIOS DE RECUPERACAO

As andlises cromatogréaficas apresentaram excelentes resultados, mostrados nas
Figuras 13 a 18.
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Figura 13. Cromatograma obtido dos ensaios de recuperacdo de uma amostra fortificada com
25ng mL™? (1LQ) de BFA.
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Figura 14. Cromatograma ampliado obtido dos ensaios de recuperagdo de uma amostra fortificada
com 25 ng mL™? (1LQ) de BFA.
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Figura 15. Cromatograma obtido dos ensaios de recuperacdo de uma amostra fortificada com

75 ng mL™? (3LQ) de BFA.
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Figura 16. Cromatograma ampliado obtido dos ensaios de recuperacdo de uma amostra fortificada

com 75 ng mL™? (3LQ) de BFA.
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Figura 17. Cromatograma obtido dos ensaios de recuperacdo de uma amostra fortificada com

125 ng mL™ (5LQ) de BFA.
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Figura 18. Cromatograma ampliado obtido dos ensaios de recuperacdo de uma amostra fortificada
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As amostras fortificadas foram submetidas ao procedimento analitico (em triplicata)

com derivacdo com TFAA e os dados concernentes as analises sdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Dados obtidos dos ensaios de recuperacao referentes a analise de BFA

Limite de Concentragéo ) B B
L Desvio Padrdo (s) CV (%) Recuperacéo (%)
Quantificacao (ng mL™)
1LQ 25 13,6 15,5 88
3LQ 75 8,5 10,9 79
5LQ 125 14,0 13,2 106

5.3.4 EXATIDAO

Avalia-se a exatiddo observando-se a porcentagem de recuperacdo. Pelos dados da
Tabela 7, nota-se que o método é considerado exato, ja que as recuperaces de todas as
amostras estdo dentro da faixa (70 — 120%) estabelecida pela literatura na area de analise de
residuos (BRITO et al., 2003; ANVISA, 2003).

5.3.5 PRECISAO

Avaliou-se a precisdo analisando-se os coeficientes de variacdo, CV(%). Esses
valores de CV(%) sofreram variacdo de 15,5% para amostras fortificadas com 1LQ de BFA,;
de 10,9% para amostras fortificadas com 3LQ de BFA e de 13,2% para amostras fortificadas
com 5LQ; ficando com a média de variacdo de 13,2%, abaixo do limite recomendado pela
literatura, que é de até 20% (ANVISA, 2003; RIBANI et al., 2004), indicando que o método é

preciso.

5.3.6 APLICACAO DO METODO EM AMOSTRAS DE AGUA MINERAL

O método proposto foi aplicado em quatro amostras de agua mineral.

Os cromatogramas sdo apresentados nas Figuras 19 a 27.



mivolts

mvolts

3404

300

240

200

1460

1004

G0

04

46

-17

100

40

a0+

70

G0

50

43

25 '5.0 75 Yoo 25

Figura 19. Cromatograma obtido da analise da amostra 1.

14.0

174

Minutes

h27 248 29 30

Figura 20. Cromatograma ampliado obtido da analise da amostra 1.

131

“Minutes



v olts

mialts

300

240

200

1404

1004

a0

47

-1

1204

1104

100

404

a0+

704

60

Py 5.0 5 oo 25 M50 75 !
Minutes

Figura 21. Cromatograma obtido da analise da amostra 2.

a0

126 a7 28 29 30 CER 32 m
Minutes

Figura 22. Cromatograma ampliado obtido da analise da amostra 2.



mivolts

mialts

To0—

600

500

400

300

200

100

-63

48

1404

1264

100

744

51

25 5.0 75 0.0 2.5

Figura 23. Cromatograma obtido da analise da amostra 3.

14.0

174

Minutes

25 26 a7 28 29 30

Figura 24. Cromatograma ampliado obtido da analise da amostra 3.

131

32
Minutes



49

1754

1404
BFA

1264

mialts

1004

744

504

padrdo BFA
175

1404

1264

mialts

100

744

504

: 25 26 a7 28 29 30 CER 32 !
Minutes

Figura 25. Cromatogramas ampliados obtidos da analise da amostra 3 e da injecdo de padrdo de BFA
derivado com TFAA na concentragéo de 250 ng mL™.

200

1460

100

mivolts

a0

Py 5.0 5 oo 25 M50 75 !
Minutes

Figura 26. Cromatograma obtido da analise da amostra 4.



50

704

60+

mialts

504

40

B T T T T 1

12.6 a7 12.8 128 13.0
Minutes

Figura 27. Cromatograma ampliado obtido da analise da amostra 4.

A Tabela 8 apresenta os resultados obtidos da aplicacdo do método de analise (em

triplicata) nas amostras.

Tabela 8. Resultados da anélise de BFA em agua mineral

Amostra Concentracéo (ng mL™)
1 <LD
2 <LD
3 0,46
4 <LD

N&o existem parametros de quantidade aceitavel para BFA em agua mineral junto
aos orgaos regulamentadores do Brasil.

Os resultados obtidos ndo expressam o real tipo de contaminagdo, ou seja, ndo se
tem como apontar se 0 motivo do BFA ter sido encontrado na amostra 3 tem origem da fonte
de obtencdo da agua mineral, se migrou da embalagem que a contém, se foi algum tipo de

contaminacdo oriunda do processo de embalagem, etc.
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6 CONCLUSOES E RECOMENDACOES

Uma metodologia utilizando a CG/DCE para analise de BFA em agua mineral foi
desenvolvida e validada, vindo a somar as metodologias existentes a utilizacdo deste tipo de
equipamento ampliando o leque de instrumentacdo utilizado para verificacdo e
monitoramento deste contaminante.

A EFS mostrou-se adequada, facil de ser realizada e relativamente rapida.

O método de analise de BFA proposto forneceu bons limites de quantificacdo, limite
de deteccdo e linearidade da curva analitica (coeficiente de correlacdo 0,9928). O método
proposto também foi considerado seletivo, preciso e exato, haja vista as recuperacdes terem se
encontrado dentro da faixa de 70 — 120% e os valores de CV(%) terem sido inferiores aos
20% recomendado pela literatura.

Quando aplicado a amostras reais, o fato de apenas uma das amostras ter
apresentado valor detectavel de BFA ndo isenta a preocupacao de monitorar e acompanhar 0s
niveis desse preocupante contaminante nesse tipo de produto, sendo que o resultado obtido
ndo expressa formas ou rotas de contaminacgéo, apenas serve para demonstrar a aplicabilidade
da metodologia proposta para quem dispde de tal equipamento.

Pelos resultados obtidos, conclui-se que a metodologia proposta pode ser utilizada
em analises de monitoramento de BFA em agua mineral, com alto grau de confiabilidade.

Dado o potencial de efeitos deletérios para a saide humana advindos da presenca
desse composto (BFA) no meio ambiente e em dgua mineral em particular, recomenda-se que
estudos de monitoramento e identificacdo de possiveis caminhos de contaminacdo sejam
realizados nas &guas minerais comercializadas em Campo Grande/MS, tendo em vista o
crescente consumo de agua mineral por toda a populagéo.

Apesar dos muitos pontos conflitantes e de muitas arestas a serem aparadas ha um
consenso comum em relacdo as evidéncias de atividades deletérias de algumas substancias
exogenas, dentre elas 0 BFA, para o sistema enddcrino. Resta estabelecer testes de deteccdo
destas atividades a fim de que seja possivel elaborar um sistema de vigilancia e prevencéo,
tanto para o ambiente quanto para a satde humana.

Recomenda-se também que 0s 6rgdos nacionais ligados a saude e ao meio ambiente
passem a considerar 0s contaminantes endocrinos, entre eles o BFA, como passiveis de

controle, estabelecendo limites para esses compostos em produtos de consumo humano, como
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bebidas e alimentos, visto que sdo extremamente danosos e sérios ameacadores da reproducéo

animal, principalmente da propria reproducéo e sobrevivéncia humana.
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