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Resumo

O Bisfenol A (BFA) € um mondmero formado por dois anéis fendlicos e utilizado na
producdo de plastico policarbonato e resinas epéxi. O policarbonato € amplamente
utilizado na fabricacdo de varios produtos, recipientes reusaveis de alimentos e
bebidas e na producéo de Poli Cloreto de Vinila (PVC). As resinas epoxi sdo usadas
em circuitos elétricos, pinturas, adesivos, revestimentos protetores de latas de
alimentos e em complexos dentarios para obturacdes. Estudos revelaram que o BFA
age nos organismos vivos com efeitos de desregulacdo enddocrina, como um
xenobidtico com acao estrogénica, provocando aumento da incidéncia de cancer de
mama, queda da quantidade de esperma, diminuicdo da fertilidade, defeitos
congénitos secundarios a exposicao fetal e outras alteracdes. Este trabalho teve como
finalidade desenvolver um método visando a determinacédo de bisfenol A em agua
apos contato direto com uma mamadeira. O método proposto emprega a
microextracdo liquido-liquido dispersiva (MELLD) e cromatografia a liquido de alta
eficiéncia com detector de fluorescéncia (CLAE-FLU). Para a MELLD o pH da amostra
foi ajustado em 2, decanol foi 0 solvente de extragdo e a acetonitrila solvente de
dispersdo. O método apresentou linearidade com valor de r?igual a 0,9967. Os limites
de deteccdo e quantificacdo do método foram 0,9 e 3 pg.L?, respectivamente. A
recuperacao absoluta foi de 98,36% com coeficiente de variacédo (CV) de 4,5% e fator
de pré-concentracdo de 85,68. Os valores de recuperacao relativa de bisfenol A, para
trés niveis de concentragéo, foram de 102,1-107,2% e CV de 3,7-7,5%. Detectou-se
Bisfenol A nas trés amostras de mamadeiras analisadas e foi possivel quantificar
bisfenol A em uma das amostras. O método desenvolvido mostrou-se simples, rapido,
eficiente e ambientalmente correto uma vez que emprega pequeno volume de

solvente.

Palavras chaves: bisfenol A, microextracao liquido-liquido dispersiva, CLAE-FLU
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Abstract

Bisphenol A (BFA) is a monomer formed by two phenolic rings and used in the
production of polycarbonate plastic and epoxy resins. Polycarbonate is widely used in
the manufacture of various products, reusable containers for food and drinks and in
the production of polyvinyl chloride (PVC). Epoxy resins are used in electrical circuits,
paints, adhesives, protective coatings of cans of food and beverages and in dental
fillings to complex. The bottles are manufactured mostly by polycarbonates. Studies
have revealed that the BFA acts in living organisms with endocrine disrupting effects,
such as a xenobiotic with estrogenic activity, causing increased incidence of breast
cancer, decrease in sperm count, decreased fertility, secondary birth defects fetal
exposure and other changes. This work was to develop a method aimed at
determination of bisphenol A in water after direct contact with a bottle. The proposed
method employs liquid-liquid microextraction dispersive (DLLME) and liquid
chromatography high efficiency with fluorescence detection (HPLC-FLU). For DLLME
the sample pH was adjusted to 2, decanol was the extraction solvent acetonitrile and
dispersion solvent.The method was linear with r2 value of 0.9967. The limits of
detection and quantification method were 0.9 and 3 pg.L-1, respectively. The absolute
recovery was 98.36% with a coefficient of variation (CV) of 4.5% and factor pre-
concentration of 85.68. The relative recovery of bisphenol values for three
concentration levels were 102.1 to 107.2% and 3.7 to 7.5% CV. Bisphenol A was
detected in the analyzed samples and three bottles was possible to quantify bisphenol
A in a sample. The developed method proved to be simple, fast, efficient and

environmentally friendly as it uses small volume of solvent.

Key-words: Bisphenol A, dispersive liquid-liquid microextraction, HPLC/FLU
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1. Referencial Teérico

1.1 Bisfenol A

O russo Aleksandr Dianin no final do século XIX foi quem sintetizou pela
primeira vez o 4,4'- (propano-2,2-diil) difenol, Bisfenol A, que ficou conhecido como

composto de Dianin.

Em busca de estrogénio sintético, na década de 30, pesquisadores estudaram
o Bisfenol A e outras substancias. O dietilestilbestrol foi o escolhido por apresentar

maiores efeitos que o préprio estrogénio (TOXIPEDIA, 2016).

A sintese de BFA se resume a condensacdo do fenol com acetona em
condicbes de pH acido, alta temperatura e em presenca de catalisadores; na

sequéncia o BFA é purificado através de destilacao, filtrado e seco.

A producédo de BFA supera cinco milhdes de toneladas por ano. O BFA € usado
essencialmente como um mondmero para a producdo de plasticos, incluindo
embalagens de alimentos, garrafas de 4gua e mamadeiras (DHAINI; NASSIF, 2014;
RUBIN, 2011). E também utilizado na industria como: na producéo de resinas epoxi e
de poliéster de estireno insaturado, retardadores de chama, fungicidas, antioxidantes
e produtos quimicos derivados da borracha. Além disso, é empregado em resina para
obturacdes dentarias, revestimentos de latas, tintas em p6 e como aditivo em papel
térmico. E liberado para o ambiente aquatico através das descargas industriais,

chorume e cursos d'agua contendo detritos plasticos (ROCHESTER, 2013).

Em condi¢cdes ambientes, o BFA é solido de coloragéo branca, comercializado
em cristais, ou pastilhas. Suas propriedades fisico quimicas estdo, na tabela 1 a

seqguir:
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Tabela 1 Propriedades Fisico Quimicas do BFA

Propriedade Valor
Massa molar 228 g.mol?
Formula molecular C1sH1602
Densidade 1.195 g.cm3
Ponto de ebulicdo 398°C (760 mm.Hg)
Ponto de fuséo 155°C
pKa 9,59-11,30
Solubilidade em agua 300 mg.L?

Pressao de vapor 5,3 x 10% KPa

Fonte: Sigma-Aldrich

Figura 1 Estrutura molecular BFA

HO OH

Bisfenol A

Fonte: O Proprio Autor

1.2 O sistema endo6crino

Sistema enddcrino (Figura 2) € um sistema de comunicacdo em que as glandulas
ou células especializadas liberam, no sangue circulante, substancias quimicas
(hormbnios) que influenciam a funcdo das células em outros locais do corpo
(GUYTON; HALL, 2011).

Os sistemas circulatorios transportam os hormoénios enddcrinos para as células
distribuidas por todo o corpo, incluindo em certos casos, o sistema nervoso, onde se

ligam a receptores e iniciam varias reacdes. Alguns hormdnios endocrinos afetam a
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maioria das células do corpo, como por exemplo, o0 hormdnio do crescimento (hipéfise
anterior) que causa crescimento em quase todas as partes do corpo, enquanto a
tiroxina (da tireoide) aumenta a velocidade de muitas reacBes quimicas também em

guase todas as células do organismo (GUYTON; HALL, 2011).

Figura 2 Glandulas que comp&em o sistema enddcrino humano.

-~ Glandula Pineal
Hipotalamo

Glandula Pituitaria

Tiroide

Timo
Supra-renais

Y
WS paress -

Ovario

Testiculos l —

Fonte: Beraldo, 2012

A Tabela 1, relaciona algumas glandulas endécrinas com os horménios e suas

funcdes:



Tabela 2 Glandulas endécrinas, horménios e suas fungdes
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GLANDULA

HORMONIOS

PRINCIPAIS FUNCOES

Hipotalamo

Hormonio de liberacao da tireotropina (TRH)
Hormonio de liberag&o da corticotropina (CRH)
Hormonio de liberagdo do hormdnio de crescimento (GHRH)

Dopamina, ou fator inibitério da prolactina (PIF)

Estimula a secrecao de TSH e prolactina
Produz a liberagéo de ACTH
Causa a liberacao do horménio de crescimento

Inibe a liberagéo de prolactina

Hipofase posterior

Hormonio antidiurético (ADH) (também denominado vasopressina)

Aumenta a reabsor¢éo de agua pelos rins e causa
vasoconstricdo e elevagdo da pressao arterial

Tireoide

Tiroxina (T4) e Tri-iodotironina (T3)

Aumenta a velocidade das rea¢cbes quimicas na
maioria das células, aumentando assim o
metabolismo corporal.

Promove a deposicdo de calcio nos 0ssos e a

Calcitonina concentracao de ions célcios no liquido
extracelular
Multiplas fungdes metabdlicas no controle do
Cortisol metabolismo dasproteinas, carboidratos e
Cortex Adrenal gorduras; tem também efeitos anti-inflamatérios
Aumenta a reabsor¢do renal de sodio e a secregédo
Aldosterona

de ions hidrogénio

Pancreas

Insulina (células B)

Promove a entrada de glicose em muitas células e,
dessa maneira, controla o metabolismo dos
carboidratos

Glucagon (células a)

Aumenta a sintese e a liberacao de glicose, pelo
figado

Paratireoide

Hormonio paratireoide (PTH)

Controla concentragéo sérica de ions calcio
aumentando a absor¢ao de calcio pelo intestino e
pelos rins e liberando célcio dos ossos



Tabela 1 (Continuacdo) Glandulas endécrinas, hormdnios e suas funcdes

Glandula Hormonios Principais Funcdes
Testiculos Testosterona Promove o desenvolvimento do sistema reprodutor masculino e
0s caracteres sexuais secundéarios masculinos
Ovarios Estrégenos Promove o crescimento e o desenvolvimento do sistema
reprodutor feminino, das mamas femininas e dos caracteres
sexuais secundarios femininos
Hormonio de crescimento (GH) Estimula a sintese de proteinas e o crescimento global da maioria
dos tecidos
Hipdfise L _ _ ) . N o
Hormonio tireoestimulante (TSH) Estimula a sintese e a secrecédo dos hormonios tiredides (tiroxina
anterior e triiodotironina)
Horm&nio adrenocorticotrépico (ACTH) Estimula a sintese e a secre¢do dos horménios adrenocorticais
(cortisol, androgénio e aldoesterona)
Lo Prolactina Promove o desenvolvimento das mamas femininas e a secrecéo
Hipofise de leite
anterior

Hormonio foliculoestimulante (FSH)

Causa o crescimento dos foliculos, nos ovarios, e a maturacao
dos espermatozoides, nas células de Sertoli, dos testiculos

Fonte: GUYTON; HALL, 2011
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1.3 Acéo do BFA como Desregulador Endocrino

Os hormdnios agem de forma especifica, ligando-se diretamente a receptores
especificos em células alvo. Caso a célula ndo possua o receptor para o horménio,
nao ha resposta. Esses receptores podem estar em varios locais da célula alvo,
podendo estar no citoplasma, na membrana ou no nucleo da célula alvo. Ao se ligar
com seu receptor os horménios desencadeiam uma serie de reagdes na célula,
mesmo em baixas concentracdes esses hormdnios podem gerar grandes efeitos.
(GUYTON; HALL, 2011).

Um receptor hormonal possui elevada sensibilidade e afinidade por um
horménio especifico produzido no organismo. Devido a isso, concentracdes
extremamente baixas de um determinado horménio geram um grande efeito,
produzindo uma resposta natural. Porém, estes receptores hormonais, podem
também se ligarem a outros compostos quimicos. Sendo assim, pode-se entender o
porqué de determinados DE mesmo que em baixas concentracdes, serem capazes
de propiciarem um grande efeito (SPADOTO, 2013).

As alteracdes do sistema enddcrino ocorrem quando um DE interagem com
um receptor hormonal, gerando uma resposta diferente do esperado. Sendo esse
processo dividido em dois: Efeito Agonista e Efeito Antagonista.

O Efeito Agonista ocorre quando uma substancia quimica se liga ao receptor
hormonal gerando uma resposta, entdo esta substancia atuou como mimetizador,
imitando um determinado horménio, porem gerando outra resposta diferente da
esperada. O Efeito Antagonistaocorre quando uma substancia quimica se liga ao
receptor hormonal e ndo gera resposta, sendo assim bloqueia esse receptor de
receber o hormoénio natural devido, sendo assim esta substancia atua como
blogueador (GHISELLI; JARDIM, 2007).
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Figura 3: DisfungBes enddcrinas: a) resposta natural, b) efeito agonista e c) efeito

antagonista
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Fonte: GHISELLI; JARDIM, 2007

O BFA é um comum desregulador endocrino que possui caracteristica
estrogénica e também gera algumas alteracbes neurocomportamentais, e essas
alteracdes sdo mais suscetiveis quando ocorre em estagios de desenvolvimento
sensivel do ciclo de vida. As alteracdes comportamentais sao efeito da exposicao a
baixas doses de BFA (CHAVES,2016).

Em experimentos com fémeas adultas de ratos, que foram expostas por um
bom tempo a baixas concentracdes de BFA, durante o periodo de gestacdo e de
amamentacao, pode se constatar alteracdo em seu comportamento maternal e sexual
como a reducgdo no tempo gasto para amamentacao dos filhotes e o aumento no
tempo fora do ninho. E o contato com BFA no periodo de lactacéo induziu decréscimo

das células a-receptoras de estrogénio (SETA et al., 2005).

A atividade estrogénica do BFA esté relacionada com a interrup¢éo da acdo do
hormonio da tireoide, o que compromete o desenvolvimento das glandulas mamarias,
células germinativas e pode causar anomalias cromossdmicas. Sendo assim, a US-
EPA estabeleceu a dose aceitavel de ingestéo diaria para o BFA de 50 ugkg™ de peso
corporal pordia- (BROWNE et al., 2013) idéntica a dose diaria admissivel estabelecida

por Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos (EFSA) em 2006.

Ao analisar amostras de urina em paises industrializados, 95% delas

apresentaram a presenca de Bisfenol A. Uma de suas caracteristicas € conseguir
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contaminar em larga escala o ambiente, devido a facilidade de migracdo de sua
estrutura de origem devido a presenca de alta temperatura ou variagcdo de pH, meio
alcalino ou acido. (CORREIA; FONTOURA, 2015).

1.4 Mamadeiras

E estimado que pelo menos dois tercos das criancas terdo contato direto com
mamadeiras em algum momento do primeiro ano de vida. O uso desses utensilios,
feitos com residuos de BFA, pode afetar o processo de amamentacdo e produzir

alteracdes na saude da crianca. (BUCCINI et al, 2014).

O policarbonato é um plastico que sua matéria prima é o Bisfenol A, sendo assim

a liberacdo de BFA é eminente a partir de objetos.

De acordo com Dupont (2011), os 6rgaos legislativos de varios paises (Canada,
Franca e Dinamarca), estdo fazendo uso do principio da precaucdo e com isso
adotaram medida cautelar resolvendo proibir o uso de BFA em embalagens para uso

infantil, como mamadeiras.

A Anvisa (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) determinou a proibigéo, em
todo o Brasil, da venda e da fabricacdo de mamadeiras de plastico que contenham
Bisfenol A (BFA), Resolucdo - RDC N° - 41 de 16 de setembro de 2011. A medida
entrou em vigor a partir de janeiro de 2012. O principal argumento da instituicdo € que
estudos realizados com animais mostraram que o BFA pode causar problemas
neuroldgicos, sobretudo, em criangas expostas a substancia quimica nos primeiros

anos de vida.
1.4 Cromatografia Liquida da Alta Eficiéncia (CLAE)

Na CLAE, uma amostra liquida € injetada no cromatégrafo, onde, € transportada
por meio de uma fase mével (Agua, acetonitrila, Metanol, Acido Acético) através de
uma coluna, na qual os analito separados fluem até um detector gerando uma

resposta em um receptor de dados (HARRIS, 2012).

Os detectores cromatograficos estdo conectados logo apos a coluna

cromatografica, sendo assim os analitos ao passarem pela coluna tem contato com o
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detector emitindo assim uma resposta. Por estes registros, podem-se obter dados

gualitativos e quantitativos sobre os analitos presentes na amostra.

Existem varios tipos de detectores, sendo que a escolha dependera fortemente

das caracteristicas quimicas ou fisicas das espécies a se detectar, sdo exemplos:

Detectores de UV-visivel, Fluorescéncia, indice de refracdo, eletroquimico

(amperométrico), condutimétrico e Espectrémetro de massas.

O detector de fluorescéncia, utilizado como método de deteccéo especifica, é
sensiveis para substancias que fluorescem. Neste detector utiliza-se o comprimento
de onda de absor¢do do analito e um outro comprimento de emissdo especifico do

analito, transformando esse método em um método muito seletivo e sensivel.
1.4.1 Colunas

Em colunas de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), a fase ligada mais

importante é do tipo apolar C-18, onde o grupo R é substituido por octadecila

A Figura 4, exemplifica um modelo comum de coluna cromatogréafica

amplamante utilizada.

Figura 4 Revestimento interno de coluna C-18 (CLAE)
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Fonte: Chaves, 2016

As colunas por serem pontos importantes na separacao dos analitos em

estudo, da matriz. Deve-se sempre se atentar para o tipo de coluna cromatografica a
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ser utilizada. Na atualidade tem-se estudado o uso de cromatografia liquida capilar,
onde se utilizam colunas cromatograficas com propriedades diferentes das mais

usuais, sendo o tamanho da coluna e da fase estacionaria menores.
As Vantagens sdo: menor custo e maior eficiéncia técnica.

A figura 5 apresenta o comparativo de tamanhos proporcionais das colunas
utilizadas em cromatografia liquida de alta eficiéncia, comparando os diametros

internos.

Figura 5 Comparagdo em escala dos diversos diametros internos das colunas. a)
convencional (4,6 mm); b) microbore (2,1 mm); c¢) capilar (320 um); d) WCOT (20 um).

@

® © @

Fonte: COUTINHO; LANCAS, 2011

A reducdo na quantidade de fase estacionaria, € uma das grandes vantagens
da diminuigdo do diametro interno da coluna.Para colunas empacotadas (recheadas
ou preenchidas), o volume que a fase estacionaria ocupa dentro de uma coluna é
proporcional ao comprimento da coluna e ao quadrado do seu diametro interno. Desse
modo, uma coluna que possui um diametro interno de 0,32 mm consumira uma
guantidade de fase estacionaria em torno de 200 vezes menor que aquela utilizada
no empacotamento de uma coluna de 4,6 mm d.i. Sendo assim, torna-se viavel o uso
de outras fases estacionarias que ndo sdao muito utilizadas devido ao alto custo.
(COUTINHO; LANCAS, 2011)
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Com a diminuicdo do diametro interno, ha também uma diminuicdo no consumo
de fase moével. Tendo em vista que a separacéo cromatografica ndo depende do fluxo
da fase mével, e sim da velocidade linear media (u), sendo assim uma separacao
pode ser feita em colunas semelhantes com diametros internos diferentes, desde que
mantivemos a mesma velocidade linear na coluna. (YANG, 1989) (NOVOTNY;
ISHII;1985) (ISHII;1988).

A relacao entre o fluxo volumétrico (F) da fase mével e sua velocidade linear média

(u) é dada pela seguinte Equacao 1:

Equacao 1: Fluxo Volumétrico (CLAE)

_u.mdi.e
4

Onde dc é o didmetro interno da coluna e € a porosidade da mesma.

Devido a significativa reducdo no consumo de fase movel, a miniaturizacao da
coluna possibilitard o uso de fases moveis de maior custo, como fases quirais, e
solventes deuterados, assim como fases moéveis tdxicas e inflamaveis, sem que eles

fornegam grandes riscos a seguranca do laboratério ou a saude dos analistas.

O Volume de amostra € um fator importante a ser considerado, tendo em vista
gue em alguns estudos a quantidade de amostra disponivel é baixa. Em colunas de
tamanhos menores deve se usar uma menor quantidade de amostra, tendo em vista
gue o volume injetado deve ser proporcional ao quadrado do diametro da coluna.
(COUTINHO; LANCAS, 2011)

A diluicdo do analito dentro de uma coluna cromatogréfica é inversamente
proporcional ao quadrado de seu diametro. Sendo assim uma mesma amostra em
uma coluna 0,32 mm d.i sera cerca de 200 vezes mais concentrado que eluido em
uma coluna convencional de 4,6 mm d.i. (COUTINHO; LANCAS, 2011)
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1.5 Técnicas de Extracdo de BFA

Para a determinacdo de residuos contaminantes ambientais, em matriz aquosa,
geralmente a primeira etapa € de extracao e de pré-concentracéo, antes de quantifica-

lo.

Para quantificar, sdo empregadas técnicas de separacdo e, dentre as mais
comuns para amostras ambientais, destacam-se a Cromatografia a Gas (CG) com
espectrometro de massas (MONTAGNER 2013; CUNHA, 2015) e a Cromatografia em
Fase Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) (LOPEZ-DARIAS et al., 2010; HAERI, 2016).

Dentre as técnicas de extracdo, a: extracao liquido-liquido (ELL) e a extragdo em

fase sdlida (EFS) tém sido muito utilizadas.
1.5.1. Extragdo Liquido-Liquido (ELL)

A ELL se baseia na solubilidade relativa do analito em duas fases imisciveis e a
extracdo do analito é realizada pela diferenca do poder de solubilidade (polaridade)
de duas fases liquidas imisciveis. Na ELL, normalmente utiliza-se um funil de
separacao onde duas fases imisciveis sdo agitadas para interagirem, possibilitando a
separacao do analito. Para evitar as emulsdes se utiliza sal e centrifugacdo. O grande
volume de solventes organicos € a maior desvantagem apresentada pela ELL, que
também se limita por conta da seletividade, pois, para analises em nivel de traco, se
faz necessario uma limpeza ou passos de enriquecimento/concentracdo do analito
(RIDGWAY; LALLJIE; SMITH, 2007).

Trabalhos que utilizaram desta técnica de extracdo, para BFA, sdo relatados na
literatura (ANDERSON et al.,2014; JAKIMSKA et al., 2013; CHEN et al., 2010).

1.5.2 Extracdo em Fase Solida de compostos organicos

A extracdo em fase soélida (EFS) é uma técnica amplamente utilizada para a
extracdo, mudanca de solventes, limpeza, pré-concentracdo e o fracionamento de

compostos organicos a partir de inameras amostras (ANDRADE-EIROA et al., 2016).

A EFS foi introduzida para fins analiticos em meados dos anos 70

(HENNION,1999), cartuchos descartaveis para EFS em formato tipo seringa foi
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introduzido em 1979 e em forma de disco em 1990. Desde entdo, tem havido muitas
melhorias nos formatos de cartuchos EFS ou discos (ANTHEMIDIS et al., 2011) e
surgido novos sorventes. Dentre 0s novos sorventes encontram-se 0s polimeros com
impressao molecular (SHI et al., 2016) e nanoparticulas de Fez04 revestidas com
grafeno, silica, alumina, quitosano entre outras substancias para uso na extragcdo em
fase sodlida magnética (ANDRADE-EIROA et al., 2016)

O procedimento basico da EFS convencional consiste em percolar a amostra
através do sorvente (geralmente em um cartucho), no qual os analitos ficam retidos e
posteriormente séo eluidos com uma pequena quantidade de um solvente orgéanico

adequado, como ilustrado na Figura 6.

Figura 6 Etapas envolvidas na EFS: condicionamento do sorvente, adicdo da amostra,

remocao dos interferentes e eluicdo do analito.
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Fonte: Harris, 2012(Adaptado).

A EFS é extremamente simples. As etapas da extracdo resumem-se na ativacao
do sorvente, percolacdo da amostra/sorcéo dos analitos no sorvente, eliminacao dos
interferentes da matriz (clean up), eluicdo dos analitos e posterior concentracédo do
composto de interesse. Porem alguns parametros devem ser analisados tais como a
escolha do tipo e quantidade de sorvente, volume de amostra e de solvente para

ativacao dos cartuchos e para a eluicdo dos analitos (CALDAS et al., 2011).
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Muitos dos sorventes empregados em EFS sao similares aquelas utilizadas em
cromatografia liqguida em coluna, consequentemente, 0s mecanismos de separacao
também séo similares.Os principais mecanismos quando se emprega esse tipo de
sorvente sdo: adsorcdo, particao (fase normal e reversa), troca ibnica e exclusao.
Esses mecanismos estao associados a processos quimicos, fisicos e mecanicos que
atuam durante a separacao (Jardim, 2010). Dentre as principais forcas quimicas e
fisicas atuantes entre as moléculas do analito e do sorvente, destacam-se as ligagdes
de hidrogénio, interagdes dipolo-dipolo, dipolo-dipolo induzido, dipolo induzido-dipolo

induzido e interagdes ionicas.

Rodrigues-Mozaz e colaboradores (2004) desenvolveram um método
multiresiduo para determinacédo de vérias classes de disruptores enddcrinos em agua.
No método desenvolvido, empregou-se a EFS com sorvente RP-18 (LiChrolut) para
pré-concentrar os analitos de 500 mL de amostra de agua. O limite de detecc¢éo para
bisfenol A foi de 5,3 ng L em andlise por cromatografia em fase liquida de alta
eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (CL-EM) com ionizacdo quimica a

pressdo atmosférica.

Bisfenol A foi determinado em leite materno por CL-EM/EM. A EFS com sorvente
Oasis HLB foi empregada para limpeza da amostra em uma das etapas do
procedimento analitico (ZIMMERS et al.,2014). Oasis HLB é um sorvente polimérico
ndo proveniente da silica que pode reter substancias lipofilicas e hidrofilicas devido a

Sua estrutura.

1.5.3 Microextracdo em Fase Solida (MEFS)

Nas ultimas décadas, uma atencdo especial tem sido dada a métodos menos
dependentes do emprego de solventes, rapidos e eficientes. Desta forma, métodos
baseados em microextracdo vém sendo desenvolvidos como alternativa aos métodos
classicos de extragdo (MARTINS et al., 2015). Um destes métodos € a microextracao
em fase soélida (MEFS), porque néo utiliza solvente, tem alto poder de concentracao,

adequando-se com as sensibilidades dos detectores de CG.

A MEFS foi introduzida por Arthur e Pawlisyn em 1990. Nesta técnica utiliza-se

uma fibra capilar de silica fundida (10 mm comprimento e 110-160 um de didametro)
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recoberta com um filme fino de um liquido polimérico (por exemplo: polidimetilsiloxano
= PDMS, poliacrialato = PA) ou de um sdlido adsorvente (carvdo microparticulado =
Carboxen). A espessura do recobrimento (fase extratora) pode variar de 7 um a 100
um. A extracdo dos compostos de interesse pode ser efetuada por imersao da fibra
na solugcéo ou no headspace da amostra. Os analitos presentes na amostra serao
absorvidos ou adsorvidos sobre a fibra dependendo da natureza do recobrimento. Nas
andlises por cromatografia a gés, a fibra € inserida diretamente no injetor do
cromatégrafo onde os analitos sdo dessorvidos termicamente e carreados pelo gas
de arraste para a coluna cromatografia, separados e analisados. E uma técnica
simples e rapida, extracdo e injecdo em apenas duas etapas e nao utiliza solventes
na extracdo. E aplicavel no modo direto para amostras aquosas limpas e analitos de
baixa volatilidade, no modo headspace para analito de média a alta volatidade em
amostras aquosas complexas, sélidas e biolégicas. (HE et al., 2007). O esquema da

MEFS pode ser visto na Figura 7.

Figura 7 Microextracdo em fase sélida (MEFS)
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Fonte: Harris 2012(Adaptado).
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Em andlises por cromatografia em fase gasosa, a fibra é inserida diretamente no
injetor do cromatografo onde os analitos sdo dessorvidos termicamente e carreados
pelo gas de arraste para a coluna cromatografia, separados e analisados. A dessorcao
de solutos ndo volateis ou termolabeis pode ser efetuada em fase liquida (fase movel
ou solvente organico) para a analise por cromatografia em fase liquida ou eletroforese
capilar. Para a analise por cromatografia em fase liquida a dessorcéo de solutos ndo
volateis ou termolabeis é efetuada em fase liquida (fase movel ou solvente organico).
O procedimento pode ser feito empregando uma interface MEFS-CL apropriada ou
em um sistema off-line. (HARRIS, 2012)

Trabalhos que utilizaram desta técnica de extracdo, para BFA, sao relatados na
literatura (KAMALABADI et al., 2016; HU et al., 2006; MOREIRA et al., 2015; WANG
et al., 2011; ZHANG et al., 2015).

1.5.4 Microextragdo em Fase Liquida

As técnicas de microextracdo em fase liquida permitem extrair espécies
organicas e inorganicas a partir de matrizes aquosas com apenas alguns microlitros
de um solvente organico. A miniaturizacdo da técnica de extracao liquido liquido
surgiu com o objetivo de reduzir a razdo volumétrica entre as fases e favorecer a
transferéncia dos analitos da fase aquosa para a fase organica e ainda obter um
elevado fator de enriquecimento (Oliveira et al.,2008). Esse conceito foi introduzido
com o desenvolvimento da técnica de microextracdo em gota suspensa (SDME -

single-drop microextraction) em 1996 por Jeannot e Cantwell (JEANNOT, 1996).

1.5.4.1 Microextragdo por Gota Unica (MEGU)

A técnica de microextracdo por gota unica (MEGU) foi desenvolvida a partir de
um experimento em que uma microgota de solvente organico imiscivel em agua (~8
ML de n-octano) foi acomodada na porcdo final de um dispositivo de
politetrafluoretileno (PTFE), sendo entdo imerso na solugcdo contendo a amostra.
Apoés 5 minutos de extracdo sob agitacdo, o dispositivo foi removido da amostra, a
gota recolhida com microseringa e 1 ulL a fase organica foi injetada no cromatografo
agas (JEANNOT, 1996; Oliveira et al., 2008). Posteriormente, a técnica foi modificada,
passando-se a utilizar uma microsseringa com agulha de ponta cénica como suporte,

onde a fase organica era suspensa na ponta da agulha (Figura 8).
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A técnica apresenta duas maneiras de extracao, direta ou no headspace.

No modo de extracdo direta, a fase extratora presente na seringa é inserida na
amostra, em forma de gota, na qual os analitos sdo aderidos e podem entdo serem
transportados. A agitacao favorece o transporte de analitos da matriz para a gota. Ja
no modo headspace, a gota de extrator interage com a parte volatil da amostra, sem
entrar em contato com a parte liquida da matriz (XU, 2007). Isso € visualizado na
Figura 8.

A extragdo por imersdo da gota na solucdo da amostra € aplicavel a extracdo de
analitos polares ou semi-polares em amostras aquosas (por exemplo: agua, sucos,
urina e soro sanguineo). Os solventes n-octano e tolueno tém sido muito empregados
nesta técnica, principalmente quando a andlise € por cromatografia em fase gasosa.
Liquidos orgéanicos idnicos devido a sua baixa presséo de vapor e alta viscosidade
permitem a formacdo de gotas maiores e reprodutiveis, estes sdo utilizados na
extracdo quando a analise é por CLAE. Os liquidos idnicos mais empregados sao:
hexafluoro fosfato de 1-butil-3-metilimidazolio, tetrafluoro borato de 1-butil-3-
metilimidazolio, hexafluoro fosfato de 1-octil-3-metilmidazolio (JAIN & VERMA, 2011).

A extracdo no headspace da amostra € mais utilizada que a extracao direta por
ser mais vantajosa. Esta nao sofre interferéncia da matriz, pode ser aplicada a
amostras solidas e liquidas e o coeficiente de difusdo na fase gasosa é muito superior
ao da fase condensada. Solventes que nédo evaporam rapidamente, como tolueno,
octanol, alcool benzilico, butanol, dodecano, sdo empregados neste procedimento
(JAIN & VERMA, 2011).
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Figura 8 (A) Extracao direta (B) Extracdo headspeace
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Fonte: MALTEZ, 2007

Nesta técnica, os analitos de elevado coeficiente de particdo podem atingir altas
concentracdes, uma vez que sao transferidos por difusdo de um expressivo volume
de amostra (1-5 mL) para um diminuto microextrato (5-50 pL). No entanto, a
microextracdo em gota suspensa nao é tao robusta, ocorrendo perda de solvente
durante a extracdo, especialmente quando é aplicada agitacdo para acelerar o
processo de extracdo, além da necessidade de pré-tratamento de amostras bastante
viscosas ou contendo material particulado (possivel colisdo com a microgota)
(JEANNOT, 1996; JAIN & VERMA, 2011).

Trabalhos que utilizaram desta técnica de extracdo, para BFA, séo relatados
na literatura (LOPES-DARIAS et al., 2010).

Dois procedimentos de microextragdo para determinacéo de fendis (bisfenol A,
4-octilfenol, 4-nonilfenol, 4-terbutilfenol) em agua do mar foram desenvolvidos por
Lopes-Darias e colaboradores. Um procedimento empregando a extracado por gota
Unica e o0 outro a microextracao liquido-liquido dispersiva e analise por CLAE com
deteccao por UV. Os parametros que evidenciaram maior eficiéncia de extragcéo para

0 método empregando a MEGU foram o uso de decanol com solvente de extracao,
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volume da gota de 2,5 uL, 5 mL de agua do mar, e 60 minutos para o tempo de
extraccdo por imersdo da gota a amostra. Os limites de deteccdo obtidos ficaram
entre 4 e 9 ng mL? (LOPES-DARIAS et al., 2010).

1.5.4.2 Microextracdo Liquido-Liquido Dispersiva (MELLD)

A microextracao liquido-liquido dispersiva (MELLD) foi introduzida em 2009 por
Rezaee e colaboradores (REZAEE et al, 2009). Neste método, um mistura apropriada
de solventes (solvente de extracdo e solvente dispersor) € injetada rapidamente na
amostra aquosa, com auxilio de uma seringa. A mistura é agitada para formacao de
micro gotas do solvente organico, completamente dispersas na fase aquosa. Nesta
etapa os analitos sao transferidos da fase aquosa para a fase extratora por particao.
A transferéncia é rapida e, portanto o estado de equilibrio € atingido rapidamente.
Apos centrifugacdo a fase orgéanica é retida com auxilio de uma seringa e analisada
pela técnica apropriada (AL-SAIDI e EMARA, 2014; CALDAS, et al., 2011). A MELLD
€ realizada em duas etapas: extracdo e separacdo das fases. As etapas do
procedimento convencional de MELLD estéo ilustradas na Figura 10 (CALDAS et al.,
2011).

Figura 9 Etapas envolvidas um dos procedimentos da MELLD
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O solvente dispersor deve ser soluvel na amostra aquosa e o0 solvente extrator

deve ser insolUvel na amostra aquosa e soluvel no solvente dispersor.

Esta técnica possui diversas vantagens comparada as técnicas convencionais,
tais como, simplicidade de operacédo, rapidez, baixo custo, facil manipulacdo, baixo
consumo de solventes organicos, alta recuperacgdo, alto fator de enriquecimento. A
MELLD pode ser aplicada em analises de compostos organicos e inorganicos e é
compativel com analises por CG, CLAE, AAS, ICP-OES, ICP-MS e UV-Vis (REZAEE
et al., 2009).

Metanol, acetonitrila, acetona, etanol e tetraidrofurano sdo os solventes
dispersores mais utilizados. O volume adequado de solvente dispersor para a
formacéo das microgotas depende tanto do volume da fase aquosa quanto do volume
do solvente extrator (ZHANG, et al., 2015).

Em geral, o solvente de extracdo deve ser capaz de extrair bem os analitos,
enquanto a sua solubilidade em &4gua deve ser muito baixa. Os solventes com maior
densidade que a agua e baixa solubilidade nesta permitem a separacdo do extrato
organico na fase sedimentada. Alguns solventes halogenados tém sido utilizados
como solventes extratores, como cloroformio, diclorometano, clorobenzeno e
tetracloreto de carbono (PUSVASKIENE et al., 2009; MARTINS et al., 2015).

Os principais fatores que afetam a eficiéncia da extragdo por MELLD devem
ser estudados e otimizados, entre eles o solvente de extragéo, solvente de disperséao,
0s volumes dos solventes de extracao e dispersao, tempo de extracao, forca idnica e
pH da amostra (CALDAS et al., 2011). Apesar do equilibrio de particdo dos analitos
entre a fase organica e a fase aquosa ser atingido muito rapidamente, na pratica, o
tempo de extracao € definido como o intervalo entre a adicdo da mistura dos solventes
extrator e dispersor na fase aquosa e o final da centrifugacdo. A influéncia da forca
ibnica deve ser considerada, uma vez que influencia na separacdo das fases. O
aumento na concentracdo de NaCl aumenta o volume da fase sedimentada, devido a
diminuicdo da solubilidade do solvente extrator na presenca de um sal. Esta influéncia
depende das caracteristicas do analito. Observa-se nos trabalhos publicados uma

grande variacdo, desde a nédo utilizacdo de NaCl a adicdo de 0,5 a 30%. O pH é
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otimizado em funcgé&o da acidez ou basicidade de alguns compostos. O ajuste do pH

do meio permite que os analitos permanecam na forma neutra, facilitando a extracao.

O coeficiente de distribuicdo (Kp) € definido como a raz&do entre a concentracao
do analito no solvente de extracdo e a solucdo de amostra. A MELLD é aplicavel
apenas para analitos com propriedade lipofilica alta ou moderada (Ko > 500) e ndo se
adapta para analitos neutros com alta propriedade hidrofilica. Para analitos acidos ou
alcalinos o coeficiente de distribuicdo pode ser aumentado pelo controle do valor de
pH da solucdo da amostra, fazendo com que os analitos existentes figuem no estado
nao iénico (ZHANG et al., 2015).

O solvente de extracdo na MELLD pode ser mais denso ou menos denso que
a solucdo aquosa da amostra. Nos ultimos anos pesquisadores tem se dedicado ao
desenvolvimento de métodos que substitua os solventes de extragdo clorados por
solventes ambientalmente mais amigaveis, por exemplo, o0 uso de alcodis de cadeia
longa e de liquidos i6nicos. O emprego de solventes de baixa densidade e ponto de
fusdo superior ao da agua foi introduzido por Leong e Huang em 2008. A técnica foi
denominada de microextracao liquido-liquido dispersiva com base na solidificacdo da
gota flutuante (dispersive liquid-liquid microextraction based on the solidification of
floating organic droplets). Nesta técnica, a mistura de solventes (dispersor e extrator)
€ injeta na amostra e apds a centrifugacdo, as gotas finas do solvente de baixa
densidade contendo os analitos extraidos flutuaram. O tubo é colocado em banho
com gelo para que o solvente se solidifique, este € removido e transferido para um
frasco conico onde se liquefaz rapidamente a temperatura ambiente (Figura 10). Neste

procedimento tem-se usado o0s solventes: 1- dodecanol (p.f.=22 °C dodecanol
(p.f.=18°C), 1-undecanol (p.f. =16 °C) e 1-decanol (p.f.= 6 °C) (JIA et al., 2013).



38

Figura 10 Etapas envolvidas na microextragao liquido-liquido dispersiva com base na
solidificacdo da gota flutuante
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Desde 2009, métodos empregando a microextracdo liquido-liquido dispersiva
com base na solidificagdo da gota flutuante e andlise por GC e HPLC tem sido
desenvolvido para a determinacéo de fungicidas, horménio e farmacos em amostras
aquosas (KOCUROVA et al., 2012; JIA et al., 2013; MARTINS et al., 2015).

Outra forma da MELLD consiste no emprego de liquidos iénicos (LI) como
solvente de extragao (lonic Liquids in Dispersive Liquid-Liquid Microextraction). As
propriedades mais notaveis dos liquidos i6nicos (IL) incluem sua insignificante
pressdo de vapor a temperatura ambiente, uma elevada estabilidade térmica, e
viscosidade variavel (Trujilho-Rodrigues et al., 2013). A LI-MELLD convencional, ndo
requer aquecimento e a agitacdo € manual, necessita apenas da mistura ternaria dos
componentes (amostra aguosa contendo analitos, solvente ibnico extrator e solvente
dispersivo). Como solvente dispersor é usado um solvente organico (metanol,
acetonitrila) ou um liquido i6nico hidrofilico em substituicdo ao solvente organico
(EUCUDERO et al, 2013). A extracao com LI pode ser assistida por temperatura, nesta
técnica, o LI é injetado na amostra e a amostra é aguecida. O aquecimento aumenta
a solubilidade do LI e favorece a dispersdo do mesmo na solucéo aquosa. Na etapa
seguinte, a amostra € resfriada para facilitar a separacéo entre as fases (BAGHDADI
& SHEMIRANI, 2008; BERTON E WUILLOUD, 2010). Os liquidos ibnicos
hexafluorfosfato de 1-butil-3-metilimidazolio, tetrafluoroborato de  1-butil-3-
metilimidazolio, hexafluorofosfato de 1-octil-3-metilimidazolio e outros tém sidos
utilizados em MELLD (TRUJIILLO-RODRIGUEZ et al., 2013).
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Um método para determinacéo de Bisfenol A em agua empregando MELLD e
analise por CLAE-UV foi desenvolvido Rezaee e colaboradores (RAZAEE et al.,
2009). Neste, uma mistura composta por 142 uL de cloroférmio (solvente extrator) e
2,0 mL de acetona (solvente dispersor) foi injetada rapidamente na amostra de agua
contendo Bisfenol A, sem adicao de sal. O limite de detec¢cdo do método foi de 0,07

ug L

Lépes-Déarias e colaboradores propuseram um método para determinacdo de
bisfenol A em &gua do mar usando MELLD-CLAE-UV (LOPES-DARIAS, 2010). Os
parametros estabelecidos para a extracéo foram: 5 mL de amostras, 150 uL da mistura
de solventes (dispersor+extrator, razdo de 15,7:1), agitacdo de 4 min em vortex,
centrifugagédo por 5 min. a 2000 rpm. Decanol foi usado com solvente extrator e

acetonitrila com dispersor. O limite de deteccédo do método foi de 0,2 ng mL™.

A microextracao liquido-liquido dispersiva com base na solidificacdo de uma gota
organica flutuante, assistida por ultrasson, foi aplicada em um método de
determinacdo multirresiduo (17 a-etinilestradiol; 17 p-estradiol; estriol; estrona;
bisfenol A; metil-, etil-, e propil-parabeno; perfluorooctano; acido perfluooctano
sulfébnico e cinco acidos carboxilicos perfuoroalquilo, de C4 a C8 e
hexabromociclododecano). Neste, uma aliquota de 10 mL de amostra de agua
acidificada (pH=1) foi transferida para um tubo de centrifuga de 12 mL. Uma mistura
de 80 pl de solvente de extracdo (1-undecanol) e 500 pL de solvente dispersor
(metanol) foi rapidamente injetada no tubo e uma solugéo turva foi formada. A mistura
foi ultrassonificada por 5 min e centrifugada por 5 min a 4000 rpm. Apés
centrifugacéo, as finas goticulas do solvente de extracao flutuaram na parte superior
do tubo. Em seguida, o tubo foi arrefecido em um banho de gelo durante 5 min. As
goticulas solidificadas foram transferidos para um baldo volumétrico de 1 mL, onde o

solvente se liquefez a temperatura ambiente. A solucgéo foi diluida até ao volume

Outros métodos foram desenvolvidos para a determinacdo de BFA em varias
matrizes, empregando MELLD com alguma outra variavel envolvida (ROCHA et al.,
2016; HAERI, 2016; SALGUEIRO-GONZALEZ et al., 2012; CUNHA, 2015; LIU et al.,
2013).
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Trabalhos recentes demonstram a preocupacgéo com os danos causados pelo
BFA e suas fontes de contaminacédo. Os dados referentes a estes trabalhos podem

ser vistos na Tabela 3.



Tabela 3: Métodos diversos de analise de Bisfenol A
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_ Técnica de Volume  Tempo o Limite de
Analito . Volume Amostra . Faixa linear . Ref.
Andlise Solvente extracdo Deteccao
BOLZ, et al
Fenois CG-EM 1000mL 5mL 5-50 pg.L?  10-50 ng.L?
2000
. RODRIGUEZ
Pesticidas +
BEA CLAE-EM 500mL 8mL 0.005-1 pg.L? 6,3ng.L” -MOZAZ,et al
2004
KAWAGUCHI
BFA CG-EM 10mL 200mL 0.005-10 pg.L'?  1nglL?
et al 2004
_ BASHEER, et
BFA + AP CG-EM 5mL 5ul 30min  2.5-250 ug.L't 0,014 ug.L?
al. 2004a
_ 0,012-0,026 pg.L BASHEER, et
APs + BFA CG-EM 10mL 100ul 60min 0,014 pg.L*
! al. 2004
60 — GHISELI,
BFA CG-EM 1000mL 0.51-25.1 ug.L* 0,67pg.L*
150mL 2006
_ _ ZHAQO, et al
Fenois CG-FID 10mL 1uL 25min 4-4000 pg.L* 0.1-0. pg.L?
2008
. ] PAN et al
Fenois CLAE-UV 10mL 7uL 10min 1-1000mg.L*  0.5-0.6mg.L*

2008




Tabela 4(continuagdo): Métodos diversos de andlise de Bisfenol A

_ Técnica de Volume  Tempo o Limite de
Analito . Volume Amostra . Faixa linear . Ref.
Andlise Solvente extracdo Deteccao
CAO, X,;
BFA CG-EM 10mL - 60min 5-600 pg.L? 0,05 ug.L'* CORRIVEAU,
J. 2008
CLAE- UV _ Rezaee, et al.
BFA 10mL 2mL 142uL  3min 0.5-100 pg.L™? 0.07 pg.L?
2009
_ YANTZI, et al
BFA CLAE-FLU 20mL 50ul 2min 0.5-100 ug.L* 0,02 pg.L*!
2010
BFA CLAE- FLU 250mL 45MI 0.2-14 pg.L? 0,1pg.L* NAM, 2010
BFA CG-EM 24mL 8 M 5-200ng.L* 0.7ng.l  Lletal 2010
J. LOPEZ-
BFA CLAE-UV 5mL 150uL 4min 2-20 pg.L? 0.7pugl? DARIAS et al
2010
J. L6épez-
BFA CLAE-UV 5mL 2.5 60min 15--125 pg.L? 4pg.L? Darias et al
2010
GE, etal.
BFA CLAE- UV 1000mL 2MI 0.5-50 mg.L* 0.5 pg.L*
2010
WANG et al.
BFA CLAE-EM 500mL - R 2,39ngg*

2011
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Tabela 5(continuacgdo): Métodos diversos de andlise de Bisfenol A
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_ Técnica de Volume  Tempo o Limite de
Analito . Volume Amostra . Faixa linear . Ref.
Andlise Solvente extracdo Deteccao
Alquilfenois + _ LIN, et al.
CLAE-FLU 14mL 15uL 50min 0.1-200 pg.L* 0.014 pg.L*
BFA 2011
Alquilfenois + _ 0,005-0.03 GONZALEZ,
CLAE-EM 30mL 100uL 5min 0,09-50 pg.L?
BFA gLt 2011
SALGUEIRO-
BFA+ NF CLAE-EM 30mL 100uL 5min 0.005-10 pg.L? 0,03 pg.L? GONZALEZ
etal. 2012
90uL e _ ALSHANA et
BFA CE-uUVv 10 mL 2min 2.5-100 pg.L*! 0.8 pg.L?!
1,5mL al 2013
. _ H. HE ET AL
Fenois EC-UV 3.3mL 120uL 8min 5-500 ug.L? 0,2 pg.L?
2014
. ANDERSON
BFA CLAE-EM 800uL 4ml 20min  0.75-20ngmL?* 0.1 ngmL*
etal. 2014
MOREIRA et
BFA CG-EM 19mL 30min  0,01-0.18ug kg 0.26Hg kg™ A 2015
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2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver e validar um método para determinacdo de Bisfenol A (BFA) em
aguas, usando a micro extracdo liquido-liquido dispersiva (MELLD ) e a

cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecc¢éo de Fluorescéncia.
2.2 Objetivos Especificos

Estabelecer as variaveis da técnica de MELLD, que evidencie maior eficiéncia

na extracdo de Bisfenol A (BFA) de amostras de agua.

Validar o método e comparar o desempenho analitico com os ja existentes.

Aplicar o método na determinacao de Bisfenol A migrado de mamadeiras.



45

3 Procedimento Experimental

3.1 Materiais

3.1.1 Padréo, solucao estoque e solucao de trabalho

Bisfenol A da Aldrich com teor de pureza 299% foi utilizado como padrdo
cromatografico. A solucdo padrédo estoque foi preparada na concentracdao de 100 mg
L't em agua ultrapura, e armazenada em refrigerador. As solucdes diluidas do padréo
(solucdes de trabalho) foram preparadas por diluicdo da solugdo estoque, 100 mg L

em agua ultrapura e suas concentracdes variaram entre 50-500 ug L.

3.1.2 Reagentes e solventes

Acetonitrila (grau cromatogréafico, J. T. Baker) foi utilizada como solvente

dispersor na MELLD e como fase moével na separacdo cromatografica por CLAE.

Cloreto de sédio (99,5%) adquirido da Sigma Aldrich foi utilizado nos estudos

do efeito da forga idnica sobre a eficiéncia de extragao.

Para o ajuste de pH das solug¢des foram utilizados &cido cloridrico (J.T. Baker,
37%).

Decanol (Aldrich, >99%) foi empregado como solventes de extracao nos testes
de otimizacdo da MELLD.

No procedimento de limpeza de frascos e tubos de vidro empregou-se o

detergente Extran MA 02 neutros (Merck).
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3.1.3 Instrumentacéao

Foram utilizados agitador de tubos de ensaio — VM 3000 tipos VORTEX (Vixar,
Brasil); balanca analitica XT 220A (Precisa, Suica) com minimo de massa de 0,0001
g; centrifuga 4K15 (SIGMA, Alemanha); lavadora ultrassénica USC1800A com
aquecimento da Unique (Brasil); sistema de purificacdo de agua osmose Reversa -
OS 50 LX TQ50 (Gehaka, Brasil).

Para as analises foi utilizado um Cromatografo a Liquido de Alta Eficiéncia com
Detector por Fluorescéncia, com injetor automatico, conjunto Finnigan Surveyor
(Thermo Fischer Scientific, EUA) do Instituto de Quimica da Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul, campus Campo Grande; A coluna cromatografica modelo
Poroshell 120 EC-C18 (3,0 x 50mm, 2,7 um) (Agilente, EUA).

3.1.4. Outros materiais

Baldes volumétricos de 5, 10, 25, 50, 100 e 250 mL; frascos de vidro de 2,0 mL
com tampa de plastico e septo de PTFE/silicone (Agilent Technologies); micropipeta
de 100 a 1000 pL da marca EPENDORF, modelo Research Plus (pipeta graduada de

10 mL; pipetas Pasteur de vidro; tubos de ensaio de vidro com fundo cénico de 12 mL.
3.2 Protocolo de limpeza

Para que as vidrarias tivessem a limpeza adequada, foi cumprido um protocolo de
limpeza adaptado de LIMA (2011). Toda a vidraria necesséaria foi submetida a imersao
em solucédo aquosa de detergente Extran (5% v/v) por 12 horas, e em seguida feito o
enxague com agua corrente. Apos completa retirada do detergente, houve a lavagem
com agua ultrapura. Efetuada a secagem da vidraria em estufa a 40°C, ap6s houve a
lavagem com hexano em banho ultrassonico por 30 min e secagem novamente em
estufa a 40°C e apos, enfim, a lavagem com acetonitrila por 30 min em banho
ultrassonico e secagem da vidraria em estufa a 40°C. O material volumétrico foi seco

a temperatura ambiente.
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3.3 Método de analise
3.3.1 Otimizacédo das condi¢des cromatogréficas

Para a andlise de BFA por CLAE/FLU foram aplicados os valores de
comprimento de onda de 280 nm e 300 nm para excitagdo e emissao,
respectivamente. O par de comprimento de onda (excitacdo/emissdo) onde ocorre a
maior fluorescéncia do BFA foi determinado por LEANDRO (2006), conforme mostra
figura 11.

Figura 11 Espectro de Fluorescéncia 3D do BFA
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Fonte: Leandro, 2006

ApoOs testou-se a composicado de fase movel, volume de injecdo e vazao

reportadas na literatura, Lopez-Darias e colaboradores (2010).
Onde se obteve as seguintes condicGes otimizadas:

1. Fase movel (H20/ACN) = 50:50;
2. Volume de injegao= 10 pL;
3. Vazédo= 0,4 mLmin.
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Uma vez otimizadas as condigBes cromatograficas, fez-se uma curva analitica
com solucdo aquosa do padrdo de BFA, em agua ultrapura, na faixa entre 50-500 ug
Lt. Cada concentracdo foi analisada trés vezes, o valor médio de area foi obtido apés
ter aplicado o teste de Huber. O valor de &rea foi relacionado com a concentragéo de
BFA, a equacéo da reta foi obtida pelo método dos minimos quadrados e a linearidade

avaliada.
3.3.2 Procedimento da microextracéao liquido-liquido dispersiva (MELLD)

Para o desenvolvimento do método de extracdo foram estudados alguns dos

parametros que afetam a eficiéncia da extracdo como: pH e forca ibnica.

Como solvente de extracéo foi utilizado o decanol e como solvente de dispersao
a acetonitrila. A escolha dos solventes foi com base nos resultados apresentados no
artigo de Lopez-Darias e colaboradores (2010). Neste trabalho, os autores relatam o
dodecanol e a acetonitrila (extrator: dispersor), na propor¢ao 15, 7:1 como condi¢éo
de maior eficiéncia na determinagdo de fendis em agua empregando MELLD-
CLAE/UV.

Para verificar o efeito do pH na eficiéncia de extracdo foram efetuados
experimentos com os pH 2,00, 4,00 6,00 e 8,00. O ajuste de pH da amostra é feito
normalmente em funcdo da acidez ou basicidade do analito. A espécie neutra,

normalmente, € mais facilmente extraida pelo solvente orgéanico.

A agua ja com o pH ajustado foi empregada no preparo de 25 mL de solucao
padrdo de 3 pug L.

Para a MELLD foram transferidos 5 mL da solugédo padrao preparada com agua
ultra pura e pH ajustado para tubo de ensaio de vidro com fundo cénico. A seguir,
adicionou-se a amostra 900 pL de uma mistura contendo os solventes extrator e

dispersor, na razao de 15,7:1, com uma micropipeta.

A amostra foi agitada em voértex por 4 min a 4000 rpm para formacéo de micro
gotas de solvente orgénico dispersas na fase aquosa. As amostras foram
centrifugadas por 10 min. a 3417 RCF a 20°C. Apés a centrifugacdo formou-se uma

solucdo em duas fases sendo a superior a fase extratora, devido a densidade do
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solvente extrator, aproximadamente 50 pL foi recolhido com o auxilio de uma
microseringa de CLAE (100 pL). O extrato foi colocado no insert dentro de frasco de
vidro de 2 mL com tampa de rosca e septo, e para analise cromatogréfica injetou-se
10 pL da solucdo. As extracdes foram realizadas em triplicata e cada extrato foi

analisado.

O efeito da forga idnica sobre a eficiéncia de extracdo foi avaliado em amostras
com concentracdo de 3 pgL? de BFA, sem adicdo de sal e em concentracédo de 0,5;
1,0 e 2,4% de NaCl. As condicbes da MELLD e as diluicbes para analise
cromatograficas foram similares as descritas no estudo de pH.

O tipo de agitacdo e a velocidade de centrifugacao influenciam na formacéo de
micro gota e separacdo de fases, e consequentemente na eficiéncia de extracdo. O
tempo de extragdo € outro parametro importante para ser analisado no

desenvolvimento da MELLD.

Apos todas estas etapas avaliadas o procedimento de MELLD adotado para as

analises por CLAE/FLU estao representadas na Figura 12.
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Figura 12 Esquema da extracdo da amostra por MELLD
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Fonte: Freire,2015 (adaptado)

3.3.3 Validacdo do método MELLD-CLAE/FLU

Os parametros para a validacdo do método MELLD-CLAE/FLU foram
seletividade, linearidade, limites de deteccdo e quantificacdo, exatiddo e precisao

(método e instrumento).



51

3.3.3.1 Seletividade

A seletividade foi obtida pela comparagé&o dos cromatogramas obtidos da matriz
aguosa e da matriz fortificada com o padrdo do analito de interesse na concentracao
de 3 pgL™.

3.3.3.2 Linearidade do método

E a capacidade de uma metodologia analitica demonstrar que os resultados
obtidos séo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra, dentro
de um intervalo especificado. Recomenda-se que a linearidade seja determinada pela

analise de, no minimo, 5 concentracdes diferentes.

Para avaliar a linearidade do método, solucbes padrdes de concentracdes
diferentes do analito em agua ultrapura (0,3; 1,0; 3,0; 5,0; 10; 15, e 20,0 pg L) foram
analisadas empregando os parametros estabelecidos para MELLD e andlise
CLAE/FLU. Todo o procedimento foi feito em triplicata.

O estudo do comportamento linear do instrumento foi realizado através da
injecdo direta dos padroes do analito, sendo a faixa de concentragcdo de 50 a
500ugL?.

Os gréficos de calibragcéo foram feitos de acordo com a relacdo area obtida do
analito com sua respectiva concentracdo. A equacao dareta (y =ax + b, onde y = area
do pico; a = coeficiente angular da reta; b = coeficiente linear da reta; x = concentracao
do analito) foi determinada pelo programa Origin 6.1 para o tratamento dos dados.

Para a regido linear, foi utilizado o teste de Huber para excluir pontos anémalos
(VALENTE et al., 2006). O procedimento para aplicagéo do Teste de Huber segue as

7 etapas descritas a seguir:

1. Dividir as areas pelas correspondentes concentragfes, para plotar um grafico da
curva de linearidade: area/concentracdo vs concentracao (A/C vs C);
4. Calcula-se a mediana (md) das razdes A/C;

5. Calculam-se as diferencas absolutas entre as A/C e md;
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6. Obtém-se a mediana (mad) dessas diferencas. Para obter a mad, ordenam-se 0s
valores dessa diferenca em ordem crescente (modulo) e faz-se a média dos dois
pontos do centro da tabela formada, sendo que essa média € a mad;

7. Determina-se o intervalo de confianca (IC) pela Equagéo 2 e estabelece os limites

superior e inferior;

Equacéo 2: Intervalo de Confianca (Teste de Huber)

ICs; = My + K.Mad

8. Rejeita-se as A/C de valor acima dos ICs, e, consequentemente, as areas
correspondentes a elas;
9. Aplica-se a regressao linear as médias das areas nao rejeitadas e concentracdes

para obter uma equacéo para a curva analitica.

A avaliacdo da linearidade do método foi feita através do coeficiente de
correlagao linear ao quadrado (r?). De acordo com a literatura quanto mais esse valor
se aproximar de 1 melhor sera a linearidade.

3.3.3.3 Limites de deteccao e quantificacao

Limite de quantificacao (LQ) é a menor quantidade do analito em uma amostra
gue pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis sob as condi¢cbes
experimentais estabelecidas (ANVISA, 2003).

Para determinacéo do limite de deteccéo (LD) e limite de quantificacao (LQ) do
instrumento curvas analiticas foram obtidas com os dados de analise CLAE/FLU das

solucdes em diferentes concentracdes do padrdo sem empregar a MELLD.

O LD foi encontrado pelo calculo de 3 vezes a razdo entre o desvio padrdo do
residual da linha de regresséo e coeficiente angular da curva analitica e o LQ foi
encontrado pelo célculo de 10 vezes a razéo entre o desvio padrédo do residual da
linha de regresséo pelo coeficiente angular da curva analitica.
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Para a determinar o LQ do método foram analisadas solugbes de baixa
concentracdo empregando a MELLD e analise CLAE/FLU. Considerou-se como LQ a
menor concentracao que tiveram os valores de area aceitos, pelo teste de Huber, para
as trés réplicas. Esta concentracdo foi empregada como primeiro ponto da curva
analitica. Limite de detecc¢ao foi adotado como 0,3xLQ.

3.3.3.4 Exatidao e precisao
3.3.3.4.1 Precisao do instrumento

A precisdo do instrumento foi avaliada em nivel de repetitividade dos tempos

de retengdo do analito e de sua respectiva area.

O estudo do tempo de retencédo levou em consideracdo a analise em triplicata
de uma solucéo padréo a 500 pg L do analito. Assim obteve-se através das médias

(M) dos tempos de retencgao, o desvio padréo (DP) e o coeficiente de variagao (%CV).

A equacéo para determinar %CV é:

Equacéo 3: Coeficiente de variagdo, em porcentagem.
%CV [DP] 100
0 =|—|X
M

Ja a analise da repetitividade das areas do analito foi realizada pelo estudo de
trés diferentes concentracdes de padrdes do analito (150, 350 e 500 pug L) em
triplicatas. Com a média das areas e desvio padrdo se chegaram aos valores dos

coeficientes de variacao.

3.3.3.4.2 Exatiddo e precisdo do método MELLD-CLAE/FLU

A exatiddo do método foi avaliada pelos ensaios de recuperacédo absoluta e

relativa.
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Os ensaios de recuperacdo absoluta foram realizados em triplicata na

concentragdo de 3,0 pug L, solucdo preparada com agua ultrapura.

A area média para o pico cromatografico de trés réplicas de extracdo MELLD
foi calculada e a concentracdo do analito no extrato organico foi determinada
empregando a curva analitica. Neste caso a curva analitica foi obtida pela analise de

solucéo padrédo sem empregar a MELLD.

A eficiéncia de extracdo ou recuperacéo absoluta (Freire, 2015) foi calculada

conforme equacéo:

Equacéo 4: Recuperacdo Absoluta

CorgX Vorg

100
Co X Vg ]x

R(%) =[

Vorg = volumes da fase organica (55 pL);
Vag = volume da amostra aquosa (5 mL);
Corg = concentracao analito na fase organica;

Co = concentracdo do analito na amostra aquosa.

O fator de pré-concentracdo também chamado de fator de enriquecimento foi

calculado empregando a seguinte equacéao:

Equagéo 5: Fator de Pré Concentragéo

Cor g

FP =
Co
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Para avaliacdo da recuperacdo relativa amostras fortificadas nas
concentragGes de 1,0; 3,0 e 10 pg L foram analisadas. As concentracées nas
amostras foram determinadas empregando-se a equacao da reta da curva analitica

de andlise MELLD-CLAE/FLU das solu¢bes padrées aquosos.

A recuperacdao relativa foi calculada conforme equacéo:

Equacéo 6: Recuperacdo Relativa

%Rec = [ 100

(C1-cC2)
C3 ] *

Onde:

%Rec. = recuperagdo em porcentagem;

C1 = concentracédo do analito na amostra fortificada;

C2 = concentragdo do analito na amostra nao fortificada;

C3 = concentracdo do analito adicionada a amostra fortificada.

A precisdo do meétodo foi expressa pelo coeficiente de variacdo percentual,

sendo que esse foi calculado para os valores de recuperacao obtidos.

3.3.3.5 Amostras
3.3.3.5.1 Coleta das amostras

As mamadeiras selecionadas para analise foram adquiridas no mercado local,
Campo Grande-MS, e todas elas tinham a informacéao contida em sua embalagem,
livre de Bisfenol A. Foram 3 mamadeiras de 120 mL de marcas distintas. O

procedimento de limpeza descrito em 4.3.3.5.2 foi realizado com todas as amostras.
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3.3.3.5.2 Limpeza das mamadeiras

As mamadeiras testadas foram enxaguadas com pelo menos 1 litro de agua
destilada para remover qualquer poeira ou residuo, entdo invertida e deixada secar
ao ar numa camara de fluxo laminar antes da utilizacdo. Para assegurar a remoc¢ao

de contaminantes superficiais.

3.3.3.5.3 Extracdo de Bisfenol A

A mamadeira completa com agua (120 mL) foi colocado em banho com agua a
95°C, por 30 min. Em seguida a mamadeira foi mantida em bancada até que a agua
atingisse a temperatura ambiente, 25°C. Logo ap0és, trés aliquotas de 5 mL de agua
foram retiradas para analise. Repetiu-se este procedimento de extragdo, trés vezes

de maneira consecutiva. (Adaptado, NAM et al., 2010).
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4. Resultados e discussao

Neste capitulo sdo apresentados os parametros de maior eficiéncia de extracdo
de BFA por MELLD, as figuras de mérito obtidas do método CLAE/FLU e os resultados

de analise de BFA migrados de mamadeira.

4.1 Andlise cromatografica do BFA

O cromatograma obtido da analise de BFA com fase mdével composta por
H20/ACN 50:50 (v:v) e fluxo de 0,4 mLmin?, injecdo de 10 uL da solucdo e
comprimento de onda de 280 nm para excitacdo e de 300 nm para emissao €
mostrado na figura 13. O uso da coluna cromatogréfica de 50 mm de comprimento,
didmetro interno de 3,0 mm e tamanho de particulas de 2,7 um possibilitou uma
analise cromatografica rapida com baixo consumo solvente (tempo de retencao do
BFA de 1,39 min.).

Figura 13 Cromatograma de uma solucdo padrdo de 500 ng L de BFA
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4.2. Linearidade

Curvas analiticas foram obtidas no inicio do trabalho e no transcorrer do mesmo

para atender as necessidades dos experimentos executados.

Tragou-se a curva analitica com os dados obtidos de analise do padrdo sem
pré-concentracéo da solucéo padrdo de BFA em concentracdes que variaram de 50 a
500 pg L (Figura 14).

O critério minimo aceitavel do coeficiente de correlacdo (R) deve ser = 0,99
(ANVISA, 2003).

Neste trabalho obteve-se o valor de 0,99954 para R?. Sendo assim, o
equipamento apresentou resposta diretamente proporcional a concentracdo do

analito.

Figura 14 Curva analitica obtida sem pré-concentracdo da solu¢ao padrao por MELLD
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1 exto] |- 099954
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a 1,2x10" |
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©
© 6
@ 8,0x10°F
T
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[BFA]em pg L’

Fonte: O préprio Autor
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4.3 Precisédo do instrumento e Limites de Deteccéo e quantificagéo

Os resultados sobre a repetitividade dos tempos de retencdo (TRs) sdo mostrados ha
Tabela 6.

Tabela 6: Estudo da repetitividade dos temos de retencéo e das areas do analito para as
concentragdes de 120, 270 e 440 pg L*

120 pg.L? 270 ug.L? 440 pg.L*?
Analito TR (min)xDP  %CV

Area %CV Area %CV Area %CV

1,41+
BFA 06 49/ 22 11,18 2,1 18,22 14
2,121,103

* Multiplicar por 108
N=3

O valor de 0,6% para o coeficiente de variacao (%CV) indica boa repetitividade

do tempo de retencao do analito.

Observaram-se pequenas varia¢des de valores de area do pico cromatografico
entre as réplicas estudadas. Os valores obtidos para o coeficiente de variagdo foram

< 2,2% evidenciando repetibilidade das medidas.

Para o instrumento obtiveram-se os valores de 14,6 e 48,7 ug L para LD e LQ

respectivamente.
4.5 Microextracao Liquido Liquido Dispersiva (MELLD)

Alguns parametros foram estudados para otimizar a técnica de extracao.
4.5.1 Efeito do pH

Avaliou-se o comportamento da MELLD na extracdo do Bisfenol A, na
concentragdo 3 ug L1, em a quatro valores de pH 2,0; 4,0; 6,0; e 8,0. As areas médias
para o pico do BFA e seus respectivos desvios padrées encontram-se no gréafico da
figura 15.
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Figura 15 Grafico de area versus pH
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Como observado, para o pH 2,0 existe um ganho na extracao do analito. Sendo
este 0 pH estabelecido para garantir o melhor desempenho da técnica. O Ajuste do
pH do meio permite que o analito permaneca na forma neutra mais facilmente extraida

pelo solvente organico, como resultado obtém-se um aumento no coeficiente de
distribuicdo entre a fase.

Por apresentar um carater levemente &cido, a extracdo do BFA foi favorecida em
meio &cido, pois 0 meio aparentava alto indice de acidez, sendo assim a concentracao
de ions H* é alta. Por ter alta concentracédo ions H*, ndo ocorre a desprotonacéo do
analito, favorecendo a extracao do analito.

4.5.2 Efeito da adicéo de sal

Para medir a influéncia da forca idnica na extracdo do BFA foram realizados
ensaios sem a adicdo de NaCl e com a adicao de 0.5%, 1% ou 2,4% do mesmo. Os
resultados das areas sdo mostrados no grafico da figura 16.
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Figura 16 Influéncia da forca ibnica na extracéo do Bisfenol A
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Neste trabalho, observou-se uma melhora ndo significativa na eficiéncia de
extracdo para concentragdes de NaCl acima de 1%. Com base nos resultados optou-

se por ndo adicionar NaCl a amostra.

Pois ao analisar os dados obtidos os valores acima de 1%, apresentou alto valor
para o branco, sendo assim ao descontar o valor do branco do valor da amostra o
aumento nao se fez significativo, também se caracterizou que havia uma

contaminagao por conta da adi¢éo do sal, gerando um falso alto valor.

4.5.3 CondicOes estabelecidas para a MELLD para a extracdo do Bisfenol A

Para o procedimento de extracdo e pré-concentracao do Bisfenol A empregando

MELLD os seguintes parametros foram selecionados:

e 5 mL de aliguota aquosa,
e 900 pL de acetonitrila: decanol (15,7:1)
e pH ajustado para 2,00;



e Sem a adicao de NaCl;

e Etapa de agitacao vigorosa por vortex em 4 minutos;

e Centrifuga a 4000 rpm, 3417 RCF, por 10 minutos, a 20°C

4.6 Validagcdo do método MELLD-CLAE/FLU

4.6.1 Linearidade e curva analitica
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Obteve-se a curva analitica para o BFA, aplicando o método de extragéo,

MELLD.

Utilizou-se neste estudo padrdes com concentracdes entre 0,5 a 20 pgL™,

padrbes em agua ultrapura.

Obteve-se a equacéo da reta Y= 3,11407 x 10° X + 3,74356 x 108, coeficiente de

correlacdo linear (R?) de 0,99667 conforme pode ser visualizado na figura 17 a seguir.

Figura 17 Curva analitica com a MELLD
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O valor de R?de 0,9967, valor préximo de 1, evidencia que o método apresenta

boa linearidade na faixa de concentracdo avaliada.

4.6.2 Seletividade

A seletividade foi estudada pelo método de adicdo de padréo, onde foram
comparados os resultados da solucdo de trabalho na concentracdo de 3 ug L*?
adicionada a matriz (agua ultrapura) e outra sem a adicdo do analito na agua. Na
Figura 18 estdo os cromatogramas da matriz com (azul) e sem a adi¢cao dos analitos

(preto).

Figura 18 Comparativo Amostra com 3 pgL*(azul) com branco (preto)

Time: 2,12132 hinutes - Amplitude: 10,8752 FU

FU
FU

Fonte: o proprio autor.

Observou-se no cromatogramas do branco de matriz um pequeno pico, com 0
mesmo tempo de retengcdo do analito. Em todas analises o valor do branco foi

guantificado, fez-se o desconto do valor do branco em todas as anélises.
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4.6.3 Limite de Detecgao e Limite de Quantificagdo MELLD-CLAE/FLU

Com base nos dados da curva analitica do método, MELLD-CLAE/FLU, pode se

encontrar o limite de quantificacdo, sendo este o menor valor que foi quantificado.

Sendo assim, o limite deteccéo foi de 0,9 ug L' e o de quantificacédo de 3 ug L?
para o0 método. Segue tabela comparativa com métodos presentes na literatura e o

método desenvolvido neste trabalho.

Tabela 7 valores dos limites de detec¢ao e quantificacdo da literatura com o deste trabalho.

Método LD LQ Ref.
Lépez-Darias et al
MELLD CLAE/UV 0,7 ug L 2,3 ug L?
2010
MELLD CLAE/UV 0.33 ug L? 1,0pugL? Haeri, 2016
MELLD CG-EM/EM 2ngL? 10ng L? Cunha et al., 2015
MELLD CLAE/FLU 0,9 ug L? 3ug Lt Este Trabalho

4.6.4 Recuperacdo e precisdo do método
4.6.4.1 Recuperacao

As micro técnicas de extracdo, que sao técnicas de extracdo e de pré
concentracdo ndo exaustivas, tem por caracteristicas o equilibrio, pois o analito se

transfere da fase matriz para a fase organica.

Sendo assim, a recuperacao (R) define a quantidade de analito que é transferido

a fase extratora ao final da extracdo, dado representado em porcentagem.
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Os resultados obtidos para recuperagao absoluta sdo mostrados na Tabela 8.

Tabela 8 Valores de recuperacdo absoluta, coeficiente de variacdo e fator de pré-
concentracao do analito em estudo, BFA.

Analito Quantidade Quantidade Recuperacdo ¢y (o) FC
Adicionada Recuperada Absoluta (%)

BFA 15 ng 14,75 ng 98,36 4,5 85,68

CV % = porcentagem do coeficiente de variacdo; PF= fator de pré-concentracdo N= 3

O valor de recuperacéo absoluta para o analito em estudo foi de 98,36% com
coeficiente de variacdo de 4,5%. O elevado valor de recuperacédo evidéncia que a
determinacdo de BFA em amostras aquosas pode ser efetuada sem a necessidade
de aplicar a MELLD a padrdes para obtencdo da curva de calibracdo. Isto é uma

grande vantagem para o método por que reduz o tempo de analise.

Na MELLD, como também em outras microtécnicas de extracdo ndo exaustivas
as condicfes experimentais sdo determinadas e mantidas, com o intuito de que o
analito contido na aliquota ao se transferir para a fase extratora, orgéanica, seja

proporcional a concentragao inicial, amostra.

O valor obtido para o fator de enriqguecimento foi de 85,68, sendo o valor
relativamente alto, mostrando que a técnica MELLD é uma micro técnica de extracéo

e também propicia elevados fatores de pré concentracéao.

Foram calculados também os valores de recuperacgédo relativa. Para encontrar a
concentracdo do analito na amostra submetida a este ensaio de recuperacao utilizou-

se a curva analitica obtida pela analises dos padrdes submetidos a MELLD.
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Tabela 9: Valores de recuperacao relativa, coeficiente de variagdo nas concentracdes de 5,

7 e 12 ug L* dos agrotdxicos estudados

Faixa de LQ Recuperacgéo Relativa (%)
Analito  Concentracéo Sug L Tug Lt 12pg L
(ug L) (ML) "R@®) CV(%) R(%) CV(%) R(%) CV(%)
BFA 3,0-20,0 3,0 107,2 5,7 1054 3,7 102,1 4,3

N=3

Para analisar a precisdo do método desenvolvido leva-se em consideragédo o
coeficiente de variagao (%CV).

Os valores de coeficiente de variacdo obtidos foram entre 3,7 e 5,7 para a
recuperacao relativa e de 4,5% para recuperacao absoluta.

A precisdo em analises de nivel de trago deve ser menor do que 20% (RIBANI
et al., 2004; ANVISA RE n° 899 de 29 de maio de 2003 e INMETRO DOQ-CGCRE
008 de julho de 2011).

Para valores de exatiddo sdo permitidos de 80 a 120% (RIBANI et al., 2004;
ANVISA RE n° 899 de 29 de maio de 2003 e INMETRO DOQ-CGCRE 008 de julho
de 2011). Conforme os dados fornecidos na Tabela 9 as recuperagcdes se encontram
na faixa estipulada pela literatura de 102,1 a 107,2%, logo o método apresenta boa

exatidao, conforme era esperado.
4.7 Aplicacdo do método
4.7.1. Amostras de mamadeira

As figuras a seguir sdo os cromatogramas obtidos de analises de amostras reais.



Figura 19: Cromatograma da amostra (Mamadeira A)
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Figura 20: Cromatograma da amostra real (Mamadeira B)
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Figura 21: Cromatograma da amostra real (Mamadeira C)
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Figura 22 Cromatograma Branco
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Os dados obtidos estéo presentes na tabela 10 a seguir,

Tabela 10: Valores obtidos na anélise de amostras reais

Deteccdo do Analito [BFA](ug.L™)

Amostra
12Extracéo 22Extracao 32Extragcéo
Mamadeira A Detectado Detectado Detectado
Mamadeira B 3,67 3,14 Detectado
Mamadeira C Detectado Detectado Detectado

Ap6s as andlises com as amostras reais, pode se constatar que mesmo 0s
rétulos dizendo que as mamadeiras ndo possuiam Bisfenol A, pbde-se constatar que
todas as amostras analisadas apresentaram resultado positivo para a presenca de
Bisfenol A.

Nas mamadeiras A e B, pdde-se detectar a presenca de Bisfenol A, mas a

guantidade ficou abaixou do limite de quantificacdo do método.

Na mamadeira B foi possivel determinar a quantidade de BFA migrado para agua
aquecida 95°C, por 30 min. Os valores de BFA determinados foram de 3,67 ug L' na
primeira extracdo e de 3,14 ug L quando a mamadeira foi cheia com agua pela
segunda vez (22 extracdo). Na terceira extracdo com 120 mL de agua o valor obtido

ficou abaixo do LQ.
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5. Concluséao

O método MELLD-CLAE/FLU proposto para determinagdo de Bisfenol A
apresentou excelente recuperacao, linearidade e sensibilidade para aplicacdo em

matriz aquosa. O método € simples, rapido e econémico.

O método apresentou valor de recuperacao absoluta de BFA de 98,36% e de
recuperacao relativa entre 102,1 e 107,2%, elevado fator de enriqguecimento (86,68),
linearidade com valor de R? de 0,99667 e precisdo com valor para o coeficiente de
variacédo de 5,7% para recuperacao relativa. Os limites de deteccdo e quantificacéo

foram 0,3 pg Lt e 3 ug L%, respectivamente.

Conseguiu-se detectar a presenca de Bisfenol A em todas as amostras de
mamadeiras estudadas, o que geram uma grande preocupacdo, sendo que pela
ANVISA, é proibido o comércio de mamadeiras com Bisfenol A. Sendo assim este

método mostrou-se eficaz.
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6. Perspectivas de continuidade do trabalho

Para estudos futuros é necessario minimizar o efeito de matriz, para que

menores limites de deteccdo e quantificacdo possam ser encontrados.

Assim, espera-se futuramente que apos estes novos estudos, o0 método possa
ser empregado em demais matrizes, tais como bebidas (sucos e refrigerantes) para
garantir um monitoramento do Bisfenol A, que é um composto quimico que é

prejudicial aos seres vivos do planeta.

Fazer um levantamento maior das mamadeiras comercializadas no comercio

local, aumentando assim a quantidade de amostras analisadas.
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