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RESUMO

A embalagem é definida como o artigo que esta em contato direto com os alimentos,
destinado a conté-los desde a sua fabricacéo até sua entrega ao consumidor, com a
finalidade de protegé-los de agentes externos, alteracbes e de contaminacdes,
assim como adulteracoes. Entretanto a propria embalagem pode representar fonte
de risco através da migracdo de substancias de sua prépria constituicdo para o
alimento, principalmente, aqueles gordurosos. A ¢-caprolactama (CAP) é um
mondmero precursor de polimeros denominados nylon 6 para embalagens de
alimentos como mortadelas, blanquet de peru, peito de aves, patés e apresuntados.
O objetivo do projeto foi avaliar a migracdo de residuos de CAP presentes em
embalagens de poliamida e utilizadas, em geral, no acondicionamento de alimentos
gordurosos. A determinacdo da CAP foi realizada através de ensaio de migracao
preconizado pela Diretiva européia n° 711, de 18 de outubro de 1982, no qual a
embalagem permanece em contato com o etanol 95%, meio que simula as
caracteristicas de um alimento gorduroso. A CAP foi identificada e quantificada
através de cromatografia a gas com detecc¢éo por ionizacdo em chama. O método foi
validado intralaboratorialmente e considerado adequado ao propdsito. Dentre as
embalagens analisadas, 35% das embalagens para mortadela suina, de frango ou
chester;, 33% para blanquet de peru e 100% para peito de aves e patés
apresentaram migragao superior ao limite estabelecido pelas legislacbes brasileira e
européia. Caso o etanol 95% fosse aceito como simulante D alternativo pela legislacéo
brasileira (BRASIL,1999) como é pela legislacdo européia (CE,1982), tais amostras
seriam consideradas ndo conformes por ambas as legislacbes (BRASIL,1999;
UE,2002). Somente os valores de migracdo especifica de embalagens sem
identificacdo e rétulos (ND) e de apresuntado ndo ultrapassaram o limite de migracao
especifica de 15mg/kg. Estudos epidemioldgicos indicam a possibilidade da CAP
causar inflamacdes oculares e cuténeas, além de irritagdes no sistema respiratorio.
Podem ocorrer ainda hipotensédo, taquicardia, palpitacdes, rinorréia, ressecamento
nasal, efeitos geniturinarios e reprodutivos como distarbios nas fungbes menstruais,
ovarianas e complicacbes no parto, além de problemas neurologicos e
hematoldgicos. Estudos em animais parecem consistentes com tais relatos. Os
estudos de genotoxicidade in vitro e in vivo por via oral e intraperitoneal mostram em
sua grande maioria, resultados negativos, bem como auséncia de efeitos
carcinogénicos em ratos e camundongos e sobre o desenvolvimento e reproducéo

em ratos e coelhos.
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ABSTRACT

Packaging is an article in direct contact with foods from manufacture up to delivery to
the consumer, which provides protection against external agents, alterations,
adulterations and contamination. However, packaging itself can represent risk
through the migration of substances in its own constitution into the food, especially
fatty foods. e-Caprolactam (CAP) is a precursor monomer of nylon 6 used as food
packaging for bologna sausage, turkey blanquette, fowl breast, patés and ham
luncheon meat. Our objective was to evaluate the migration of CAP residues in nylon
6 packagings used generally for fatty foods. CAP evaluation was based on migration
assays established by European Directive n° 711, of 18 October 1982, in which
packaging material remained in contact with ethanol 95%, simulating fatty food
characteristics. CAP was identified and quantified by a gas chromatograph equipped
with a flame ionization detector. The method was in-house or single-laboratory
validated and considered adequate for this purpose. Packaging analysis showed
migration at levels higher than the limits established by Brazilian and European
Union laws (15 mg/kg of food) for 35% of bologna sausage, 33% of turkey blanquette
and 100% of fowl breast and paté packagings. These materials would be considered
in contravention of Brazilian laws as they are of European laws, if ethanol 95% was
accepted as alternative simulant D by Brazilian legislation. Only ham luncheon meat
and packaging without labels did not exceed specific migration limit. Epidemiological
studies indicate that CAP could cause ocular, cutaneous and respiratory irritations,
as well as hypotension, palpitations, rhinorrhea, nasal dryness, neurological and
blood problems and genitourinary and reproductive effects, such as alterations in
ovarian-menstrual functions and pregnancy/birth complications. The majority of in
vitro and in vivo genotoxicity studies by oral and intraperitoneal routes show negative
results, including the absence of carcinogenicity in rats and mice or developmental

and reproductive effects in rats and rabbits.
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1. INTRODUCAO

No século XIX, com o desenvolvimento industrial e a urbanizagdo constatou-
se 0 aumento da concentracdo humana nas metrépoles e da demanda alimentar. As
necessidades dos paises industrializados modificaram-se, tornando a sociedade
urbana mais consumista e exigente. Os habitos alimentares também sofreram
alteragbes. Paralelamente a mudanca da demanda do consumidor, registra-se o
progresso tecnolégico da industria de alimentos, bem como o aumento do comércio
internacional de produtos alimenticios (GERMANO, 2001). Destaca-se, assim, uma
das principais caracteristicas das sociedades modernas que é 0 consumo sempre
crescente de mercadorias, bens e servigcos, inclusive de produtos de interesse
sanitario, de tecnologias médicas e de servicos de saude (ROZENFELD, 2001).

Na dinamica complexa dos processos sdo gerados muitos riscos e danos a
saude do individuo e da coletividade, assim como ao meio ambiente e a economia
do consumidor. Assim, existe a necessidade de regulacao das relacdes de producéo
e consumo, se reconhece a vulnerabilidade do consumidor e se criam instrumentos
para proteger a saude da coletividade. As acles de Vigilancia Sanitaria se inserem
no ambito das relacbes sociais de producdo e consumo, onde se origina a maior
parte dos problemas de saude sobre os quais é preciso interferir. Dessa forma, a
Vigilancia Sanitaria atua sobre fatores de risco associados a produtos, insumos e
servicos relacionados com a saude, com o ambiente e o ambiente de trabalho, com
a circulacao internacional de transportes, cargas e pessoas (ROZENFELD, 2000).

Pode-se afirmar que a Vigilancia Sanitaria originou-se na Europa dos séculos
XVII e XVIII e, no Brasil, nos séculos XVIII e XIX, com o surgimento do conceito de
policia sanitaria, que tinha como funcdo regulamentar o exercicio da profissao,
combater o charlatanismo, exercer o saneamento da cidade e fiscalizar
embarcacdes, 0os cemitérios e o comércio de alimentos, com o objetivo de se evitar a
propagacao das doencas (EDUARDO, 1998). A Vigilancia Sanitaria € a forma mais
complexa de exercicio da Saude Publica, pois suas acbes, de natureza
eminentemente preventivas, perpassam todas as praticas médico-sanitarias, tais
como: promocgao, protecdo, recuperacdo e reabilitacdo da saude (ROZENFELD,
2000). A Lei n°8080, de 19 de setembro de 1990, chamada L ei Organica da Saude,
organiza o Sistema Unico da Salde e define a Vigilancia Sanitaria como “conjunto
de acbes capaz de eliminar, diminuir, ou prevenir riscos a saude e intervir nos
problemas sanitarios decorrentes do meio ambiente, da producéo e circulacdo de
bens e da prestacdo de servicos de interesse da saude”. Ou seja, a Vigilancia



Sanitaria tem o poder de interferir em todos os fatores determinantes do processo
saude-doenca (EDUARDO, 1998).

A saude é um direito inalienavel de todo cidaddo. Mas para que haja saude é
fundamental que os alimentos sejam produzidos em quantidade e com qualidade
apropriadas ao equilibrio organico (GERMANO 2001).

A qualidade dos alimentos estd diretamente relacionada a seguranca
alimentar e, ambas, dependem de uma gama de variaveis. Os fatores mais
estudados que influenciam a qualidade dos alimentos sdo os de natureza fisica,
quimica e biolégica que atuam no alimento durante o periodo de tempo
compreendido entre sua producédo até o seu consumo (PASCUET, 1996).

A conservacgéo dos alimentos tem sido uma preocupacédo da humanidade de
longa data. Com o passar do tempo se tornou evidente que o uso de algum tipo de
embalagem poderia conservar os alimentos por um tempo maior (JENKINS e
HARRINGTON, 1991).

A Resolucdo RDC n°91, de 11 de maio de 2001, da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), do Ministério da Saude define a embalagem para

alimentos como “... um artigo que estd em contato direto com os alimentos,
destinado a conté-los desde a sua fabricacdo até a sua entrega ao consumidor, com
a finalidade de protegé-los de agentes externos, de alteragcbes e de contaminacgdes,
assim como adulteracoes”.

O papel da embalagem na conservacdo de alimentos é essencialmente
protegé-los contra agentes externos e da manipulacdo inadequada (CROSBY,
1981). Germano et al. (2001) destacam que alimentos embalados incorretamente
podem deteriorar e se contaminar, bem como incorporarem aos produtos elementos
nocivos a saude, principalmente, de natureza quimica. Em quaisquer destes casos,
um produto de elevada qualidade pode ter sua destinacdo, irremediavelmente,
condenada para 0 consumo.

Segundo Harte et al. (1985), a embalagem para exercer todas as suas
funcdes deve apresentar duas caracteristicas:

* Impedir o transporte de gases, vapores e outros compostos de baixo
peso molecular para dentro dos alimentos;
* Proteger os alimentos contra danos mecanicos e contaminagéo

microbiana.



A embalagem deve ainda permanecer integra durante todo o processo de
distribuicdo e armazenamento. Dessa forma, € um elemento imprescindivel a
protecdo de produtos alimenticios.

Com o desenvolvimento da tecnologia, surgiu uma ampla gama de materiais
com as caracteristicas adequadas para suprir a grande diversidade de demanda
especifica que necessita uma embalagem para alimento.

Os materiais de embalagem mais tradicionais utilizados no mercado séo:
vidro, papel, metal e plastico (ABRANTES, 1998). A Figura 1 apresenta a
distribuicAo de consumo dos materiais para embalagens. A rapida expansao
alcancada pelos plasticos, como matéria-prima basica de milhares de produtos de
largo consumo é um dos mais extraordinarios marcos da moderna tecnologia

industrial.
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Figura 1 — Gréfico de distribuicdo de consumo de embalagens

no Brasil ao longo dos anos  (Fonte: ABRE, 2008)

Os plasticos sdo produtos versateis que conseguem reunir as qualidades de
diversos materiais, além das que lhe sdo inerentes (MIDIO e IZUMIDA, 2000). Os
plasticos utilizados em embalagens de alimentos sao constituidos de
macromoléculas de alto peso molecular (AUTIAN, 1980). As poliamidas, tratadas no
proximo tépico, sdo um exemplo claro da expansao da utilizacdo dos plasticos pela

indUstria alimenticia.



1.1. Poliamidas

As poliamidas sdo polimeros que apresentam uma seqiéncia de grupos
amida na cadeia. Nylon € o nome genérico da familia de poliamidas sintéticas. Os
nylons se tornaram comercialmente disponiveis para o mercado de embalagem na
década de 50. As poliamidas apresentam satisfatoria barreira a gases e a aromas,
alta resisténcia mecanica (a abraséo, perfuragédo, impacto e flexdo), boa resisténcia
térmica e apropriada resisténcia a 6leos e gorduras, a produtos quimicos e podem
ser termoformados (SARANTOPOULOS et al., 2002). Na area de embalagem, a
maioria das poliamidas é usada na forma de filmes. A maior aplicacdo € na producao
de filmes para embalagens a vacuo para produtos carneos e queijos
(SARANTOPOULOS et al., 2002). Dentre os quais destacam-se a mortadela, o
blanquet de peru, o peito de peru ou chester, apresuntado e patés.

As poliamidas mais utilizadas na fabricacdo de embalagens séo os nylons 6,
6,6 e 11. Em torno de 73% do nylon 6 produzido no mundo destinam-se, sob a forma
de fibras, a fabricacdo de tapetes e vestuario, enquanto os 27% restantes, sob a
forma de resinas, sao utilizados pela industria para a producdo de equipamentos de
direcdo, sistemas e componentes automotivos, conectores, além de embalagens
plasticas. As resinas ainda necessitam de tratamento prévio para consolidacdo do
produto final. Para os equipamentos, sistemas e componentes automotivos, as
resinas devem passar por um processo denominado de injecdo. De outro modo, a
resina deve sofrer um processo de extrusdo para transforma-la em filmes ou
filamentos que, agregados, dardo origem a embalagem plastica (KOMA, 2001).

O nylon 6 (figura 2) é um tipo de poliamida constituida a partir da
polimerizacdo de mondémeros de ¢ -caprolactama (SARANTOPOULOS et al., 2002).
Em 1999, a Unido Européia produziu um volume aproximado de 1x10° toneladas de
CAP (figura 3). Anualmente, a Asia produz mais de 1x10° toneladas e a América do
Norte, aproximadamente, entre 5x10°> e 1x10° toneladas da substancia (OECD,
2001).



Figura 2: Estrutura tridimensional do polimero nyl on 6 (Fonte: Macromedia
Foundation, 2008)

A producéo industrial baseia-se na reacéo quimica apresentada na figura 4. Como
as reacdes de polimerizacao resultam usualmente em substancias de alto peso molecular
e essa conversdo ndo alcanca 100%, o polimero pode reter, na sua estrutura,
mondmeros residuais e oligdbmeros, em razdo do tipo de tecnologia aplicada
(ABRANTES, 1998).

Os mondmeros, assim como os oligdmeros,
sao capazes de migrar de materiais de embalagem
para o alimento. MonbGmeros s&o substancias
biologicamente reativas e, por isso, potencialmente
toxicas. Portanto, a regulamentacao visa restringir a
guantidade de mondmeros residuais na matéria-
prima, plasticos e artigos produzidos a partir dos
mesmos (ARVANITOYANNIS e BOSNEA, 2004).

Figura 3: Estrutura tridimensional

da molécula da ¢ - caprolactama
(Fonte: Molecular Simulations, 1998)
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1.2. Migragéao

Como ja mencionado, a embalagem atua como barreira de protecdo para o
produto contra o contato direto com o ambiente, evitando alteracdes indesejaveis.
Entretanto, a prépria embalagem pode representar fonte de risco através da
migracdo de substancias de sua prépria constituicdo para o alimento (MIDIO e
IZUMIDA, 2000).

O termo migracéo é descrito na legislacdo brasileira como ”...a transferéncia
de componentes do material em contato com alimentos para estes produtos, devido
a fenbmenos fisico-quimicos” (BRASIL, 2001).

Ha dois tipos de migracao: a total ou global e a especifica. A migracéo total
refere-se a transferéncia total ou a quantidade de substancias totais que migram da
embalagem para o alimento, ou seja, € a transferéncia de todas as substancias para
o alimento, sendo téxicas ou ndo. A migracao especifica relaciona-se a transferéncia
de uma ou mais substancias identificaveis, reconhecidas ou consideradas como de
risco para a saude do homem, ndo se levando em consideracdo a quantidade total
de outros migrantes que passam para o alimento (FERNANDES et al.,1987).

O termo migracdo € descrito como um processo de difusdo que pode ser

fortemente influenciado pela interagdo de componentes do alimento e da



embalagem. Entretanto, componentes do alimento, particularmente a gordura
(acidos graxos), aumentam consideravelmente a mobilidade de substancias da
embalagem plastica para o alimento (ARVANITOYANNIS e BORNEA, 2004).

A migracdo € uma questéo de saude publica e um problema legal na maioria
dos paises. Visando a harmonizacao das legislacdes, Unido Européia (EU) e Food
and Drug Administration (FDA) iniciaram um controle global através de listas
positivas de substancias e restricbes a substancias potencialmente toxicas. A
proposta geral da legislacio €& garantir a seguranca do consumidor
(ARVANITOYANNIS e BORNEA, 2004). Com o intuito de facilitar e proteger os
consumidores da migracao de substancias perigosas de embalagens de alimentos, a
Unido Européia (UE) e os Estados Unidos, através da FDA publicaram indmeras
diretivas (UE) e adotaram “limites regulatérios” (FDA). O controle da conformidade
de materiais de embalagens através da regulamentacdo de UE é uma questéo
complicada. Entre as inUmeras dificuldades que poderiam ser enfatizadas ha um
grande numero de substancias incluidas em listas positivas, a auséncia de
informacdo de migrantes potenciais pelos fornecedores, a auséncia de métodos
analiticos padronizados, a duracdo dos procedimentos analiticos e dificuldades
praticas na sua execucdo. A UE j4 listou milhares de aditivos e monémeros como
migrantes potenciais. Muitos deles s&o autorizados com restricbes ou limites de
migracdo especifica e razoavel niumero de meétodos analiticos foi padronizado.
Porém, métodos de testes oficiais sado frequentemente extensos, complexos e
impraticaveis para a rotina ou controle diario. Nos Estados Unidos, a estrutura de
regulacdo para embalagens de alimentos €, a principio, mais criteriosa. Aprovacao
prévia pela FDA é corrigueiramente necessaria para materiais utilizados nestas
embalagens que ndo sdo reconhecidamente seguros, anteriormente sancionados ou
gue ndo se espera tornar-se componente do alimento. Estes componentes ou
aditivos alimentares devem ser demonstrados, através de um processo de peticao,
como sendo seguros para o uso pretendido. (ARVANITOYANNIS e BORNEA, 2004).

A Resolucdo n° 105, de 19 de maio de 1999, da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e a Diretiva Européia n°72, de 6 de agosto de 2002,
estabelecem um limite de migracdo especifica da CAP no alimento em 15 mg/kg. O
limite de migracéo especifica recomendado pela legislacdo brasileira coincide, por

forca de harmonizacdo, com o da legislacdo européia.



1.3. Simulantes

As legislacbes brasileira e européia prevéem a utilizacdo de simulantes. E
definido como “produto que imita 0 comportamento de um grupo de alimentos que
tem caracteristicas semelhantes” (BRASIL, 2001; CE, 1982). Para a realizacdo de
testes de migracdo, sdo empregadas substancias organicas que simulam, tanto
guanto possivel, o comportamento dos alimentos (PAPASPYRIDES e TINGAS,

1998). Com relagdo a interacdo com as embalagens plasticas, os alimentos séo

classificados como mostrado na tabela 1:

Tabela 1 — Classificacao dos tipos de alimentos, se  gundo CE (1982) e Brasil (1999)

Tipo I Alimentos aquosos nao acidos (pH > 5);
Tipo Il Alimentos aquosos acidos (pH < 5);
Tipo lll: a. Alimentos aquosos ndo &cidos

contendo 6leo ou gordura;

b. Alimentos aquosos acidos contendo
6leo ou gordura;
Tipo IV: Alimentos oleosos ou gordurosos;

Tipo V : Alimentos alcodlicos (conteudo em alcool
superior a 5% (v/v);
Tipo VI: Alimentos so6lidos secos ou de acao

extrativa pouco significativa.

Com a finalidade de realizar ensaios de migracdo em embalagens em contato
com alimentos, sao definidos os seguintes simulantes (Tabela 2):



Tabela 2 — Determinagéo dos simulantes por tipo de alimento, conforme CE
(1982) e Brasil (1999)

SIMULANTE A : Agua destilada

SIMULANTE B : Solugdo de éacido acéetico em agua
destilada a 3%(m/v)

SIMULANTE C : Solugéo de etanol em agua destilada a

15% ou na concentragcdo mais proxima
da real de uso

SIMULANTE D : Azeite de oliva refinado; n-heptano

Estabelece-se ainda a indicacdo do simulante a ser utilizado para o alimento

correspondente (Tabela 3) :

Tabela 3 - Correspondéncia entre simulantes e tipos de alimentos, conforme
CE (1982) e Brasil (1999)

ALIMENTO SIMULANTE

TIPO | A

TIPO I B

TIPO llla A, D

TIPO Ilib B, D

TIPO IV D

TIPO V C

TIPO VI Nenhum, ou ocasionalmente A, B, C ou

D, dependendo do tipo de alimento.

Apesar da resolucdo RDC n°05, de 19 de maio de 1999, estabelecer os
simulantes para cada tipo de alimento, este projeto adotard uma alternativa ao uso
de 6leo de oliva e n-heptano para avaliacdo de migracdo em alimentos oleosos ou
gordurosos. A utilizacdo de simulante alternativo fundamenta-se em estudo
desenvolvido por Baner et al. (1992) em que se sugere uma série de alternativas ao
uso de Oleos com este propdsito. Baner et al. (1992) afirmam que o uso de
simulantes com menor peso molecular que 6leos e gorduras reduzem o trabalho
analitico e, ao mesmo tempo, melhoram a sensibilidade e diminuem a variabilidade
dos resultados. Quando se utilizam solventes apolares ou fracamente polares (como
hidrocarbonetos e alcoois com mais de trés atomos de carbono) as condi¢des do
teste de migracdo diferem muito daquelas do alimento ou dos 6leos que deveriam
ser usados. O fato se deve as fortes interagGes entre os simulantes e a maioria dos
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polimeros, o que ocasiona valores de migracdo extremamente elevados se
comparados aos resultados em 6leos ou gorduras. Em geral, o etanol ou mistura
etanol/agua contendo maior propor¢cdo de etanol ndo altera as interacbes com a
maioria dos polimeros. O autor conclui que o etanol € um bom simulante para
alimentos gordurosos, pois possui baixa interatividade com muitos plasticos, os
migrantes sdo prontamente solubilizados e o trabalho analitico € facilitado. A
utilizacdo de etanol e mistura de etanol/dgua é também apoiada por resultados
experimentais publicados por Till et al. (1987) e Schwartz et al. (1988). Pogorzelska
e Mielniczuk (2001); Castle et al. (2004) e Félix et al. (2008) utilizaram etanol 95%
em seus ensaios de migracdo. Atualmente, os EUA (2005), através de seu 6rgao
regulador FDA, utilizam o etanol 95% como solvente para extracdo, ja que este
determina limite de composicéo e nao limite de migracdo. Ja a CE (1982) incorpora
o etanol 95% como simulante alternativo para avaliar a migracédo de substancias de

embalagens acondicionantes de alimentos gordurosos.

1.4. Valida¢do do método

Varios laboratérios realizam, diariamente, mensuragcfes analiticas que dao
suporte as decis6es dos mais diferentes setores da economia e da sociedade. O
desenvolvimento tecnoldgico e cientifico aliado ao fenébmeno da globalizacdo
ampliaram a necessidade de obtencdo de medidas analiticas confiaveis e
comparaveis, com vista ao reconhecimento mutuo e reducao de barreiras técnicas
entre os paises. Nesse contexto, os laboratérios devem adotar medidas cabiveis que
assegurem a qualidade requerida para seus resultados analiticos. Tais medidas
seriam a utilizacdo de métodos validados, procedimentos de controle de qualidade
interna, paritcipacdo de ensaios de proficiéncia e acreditacio (THOMPSON,
ELLISON e WOOD, 2002). No que diz respeito a area de alimentos, a validacao de
métodos relaciona-se somente a seguranca alimentar e ao comércio internacional.

E notdério que a validacdo por procedimentos interlaboratoriais esta bem
estabelecida por meio de estudos colaborativos. Contudo, os estudos ndo sé&o
capazes de acompanhar a demanda por garantia de qualidade e a velocidade dos
avancos técnicos e cientificos. Razdes como questdes técnicas, organizacionais,
infraestruturais e financeiras podem ser enumeradas. As limitacdes de validacdes por
estudos colaborativos praticamente conduzem os laboratérios a adocdo de
procedimentos para validagdo intralaboratorial, atualmente considerados apropriados
para avaliar parametros de desempenho de um método (SOUZA, 2007). Da mesma
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forma, € internacionalmente reconhecido como alternativa quando n&do ha
disponibilidade de procedimento interlaboratorial ou quando os procedimentos n&o
séo aplicaveis (THOMPSON, ELLISON e WOOD, 2002). A validag&o intralaboratorial
diz respeito a estudos analiticos que envolvem um unico laboratorio, utilizando um
mesmo meétodo para analisar a mesma amostra, sob diferentes condicfes, em um

intervalo de tempo justificado (UE, 2002).

1.5. Justificativa

A poliamida é um produto decorrente da polimerizacdo da CAP e, como a
reacdo ndo tem 100% de rendimento, algum residuo pode permanecer adsorvido ou
incluso na macromolécula formada. O contato de filmes e embalagens de poliamida
com alimentos pode ocasionar a migracdo de CAP para os mesmos. Diante da
incerteza quanto aos riscos potenciais da exposicdo a CAP em seres humanos,
houve a necessidade de adotar-se uma posicao de cautela ao analisar a questéo; e

considerar a possibilidade de ocorréncia de agravos a saude da populacéo.
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2. OBJETIVO GERAL
* Avaliar a migracédo de residuos de CAP presentes em embalagens de
poliamida e utilizadas, em geral, no acondicionamento de alimentos

gordurosos.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS
» Desenvolver e validar intralaboratorialmente método analitico para

determinar a migracao de CAP em alimentos gordurosos;

» Determinar e quantificar a migracdo de CAP de filmes de poliamidas

(nylon 6) acondicionantes de alimentos gordurosos;
* Analisar criticamente o potencial de toxicidade da CAP a partir de

dados da literatura e estudos pelas vias cutanea, ocular, inalatéria e

oral.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Material

- Naveta de vidro borosilicato;

- Becher de vidro borosilicato com capacidade para 50, 100 e 300 mL,;

- Bal&do volumétrico calibrado com capacidade para 10 e 100 mL;

- Frasco de vidro borosilicato com capacidade de 100 mL;

- Lacre de aluminio;

- Septo de silicone com uma das faces em teflon com diametro de 20 mm;

- Selador;

- Microseringa até 500 pL calibrada;

- Frasco de vidro para injetor automatico de cromatografo a gas com capacidade
para 2 mL;

- Frasco de vidro para injetor automatico de cromatégrafo a gas com capacidade
para 4 mL;

- Septos para frasco de vidro para injetor automatico de cromatdgrafo a gas com
capacidade para 2 mL,;

- Septos para frasco de vidro para injetor automatico de cromatdgrafo a gas com

capacidade para 4 mL ;

- Coluna 5% fenil-metil silicone HP-5 de 30m x 0,53mm x 2,65 um, Hewlett Packard

serial number US7126326H ;

- Coluna 100% dimetilsiloxano HP-1 de 30m x 0,25mm x 0,25 pm, Hewlett Packard
serial number 190912-433;

- Septos de baixo sangramento para porta de injecdo de cromatografo a gas
Shimadzu GC-2010;

- Pipeta tipo Pasteur;

- Placas de Petri com 15 cm de diametro;

- Tampas de vidro de baldo volumétrico;

- Pinga metalica;

- Bureta calibrada com capacidade de 10 mL;

- Proveta de vidro borosilicato com capacidade para 100 mL;

- Pipeta graduada com capacidade para 10 mL;
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3.2. Equipamentos

- Refrigerador para amostras;

- Refrigerador para solucdes e reagentes;

- Micropipeta automatica calibrada de volume variavel de 10 a 100 uL (Eppendorf);

- Balanca analitica Sartorius modelo R200D com resolucédo de 0,1mg;

- Pipetador automatico Accuijet;

- Estufa Blue M modelo OV-475A-3 de 38° a 260°C;

- Termometro digital VWR com variagao de -50C a 70 € calibrado;

- Capela de exaustédo Engelab;

- Sistema de cromatografia a gas Shimadzu modelo GC-2010 composto por injetor
automatico Shimadzu AOC-20i, detector por ionizacdo em chama e computador para

aquisicao e processamento dos dados.

3.3. Reagentes e Padrdes

- Acetonitrila com pureza 99,9% obtido da Vetec;

- Etanol com grau de pureza 95% obtido da Synth Laboratérios.

- Acetona para analise (P.A) da Vetec, além de acetona e agua destilada,
preparadas no laboratério, foram utilizadas para limpeza dos materiais.

- O padrao secundario de CAP com pureza igual ou superior a 99% (lote S4564300-

618) foi fornecido pela Sigma-Aldrich.

3.4. Solucbes

As solucbes estoques de CAP com concentracdo igual a 1000 mg/L foram
preparadas pela dissolugcdo de 99,7 mg = 0,5 do padrao da CAP (99% m/m) para
100 mL de etanol 95%. A solucdo foi preparada conforme a necessidade e

armazenada sob refrigeracéo entre 6 e 10C..

3.5. Amostras

Trata-se de embalagens multicamadas de poliamida, mais precisamente trés
filmes de nylon, destinadas a acondicionar alimentos gordurosos. Os alimentos
gordurosos que tiveram as embalagens analisadas foram a mortadela, o blanquet de
peru, peito de aves, patés e apresuntado. Esses alimentos apresentam uma
particularidade. O processo de cozimento é realizado dentro da embalagem sob
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temperaturas que variam de 70 a 100C, num periodo entre 1 a 4 horas ou até que 0
centro do alimento alcance a temperatura de 72<.

O material, composto de nylon 6/adesivo/nylon 6/adesivo/nylon 6 (80%) e
nylon 6/6.6 (20%), foi fornecido por empresa reconhecida do setor de embalagens.
Salienta-se que uma amostra, de mesmas caracteristicas e denominada AMV, foi
utilizada para o procedimento de validagédo analitica.

As amostras foram identificadas e armazenadas sob refrigeracdo entre 6 e

10<C, até o momento dos ensaios.

3.6. Métodos de Ensaio

O meétodo de ensaio fundamenta-se na transferéncia de residuos de CAP
presentes em algumas embalagens de alimentos para um simulante que imita as
caracteristicas dos allimentos. Aqui, 0 ensaio de migracao propde o contato de 1
dm? (10x10 cm) do material com 100 mL do simulante selecionado, etanol 95%. A
Resolugdo n° 105, de 19 de maio de 1999 determina que esta relacido deva ser da
ordem de 0,5 a 2,0 cm? de material plastico por mililitro ou miligramas de alimento.
Com auxilio de placas de Petri de 15 cm de diametro, a amostra permaneceu em
contato com o simulante (figura 5). O ensaio foi conduzido por imersao total do
material que permaneceu a temperatura de 60 + 0,5 °C durante 3h 30 min. As
condicbes de realizacdo do ensaio
basearam-se na Diretiva Européia n°® 711,
de 18 de outubro de 1982. Essa estabelece
gue para alimentos submetidos ou
elaborados em temperaturas entre 70 e
100°C, e por periodo de 1 & 4 h (como no
caso das embalagens em questdo); as
condicbes de realizacdo do ensaio com

simulante alternativo etanol 95% devam ser

aguelas adotadas nesse trabalho. Ao final

Figura 5 - Foto ilustrativa do ensaio

95% sao transferidos a um balédo de migracdo com filme
contendo nylon 6

do ensaio, os residuos da CAP em etanol

volumétrico e completado o volume a 100

mL, onde sao retiradas aliquotas de 2 mL
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para deteccao e quantificacdo por cromatografia gasosa acoplado a um detector por
ionizacdo em chama (CG-DIC). Ao final, foram determinadas as incertezas associadas
ao resultado conforme Eurachem/CITAC (2001).

3.6.1. OrientacOes para protecdo individual e coletiva
Utilizacao de equipamento de protecdo individual como 6culos, luvas e jaleco;
e equipamento de protecdo coletiva como capelas de exaustdo quimica durante a

conducédo dos ensaios.

3.6.2. Condicionamento da coluna cromatogréfica, detec¢ao e quantificacao
Diariamente, a coluna era submetida ao procedimento de condicionamento
visando assegurar o funcionamento correto e efetivo da mesma. Esse consistiu na
permanéncia da coluna, injetor e detector em determinadas temperaturas durante
um periodo de tempo. Tais condi¢cdes podem ser visualizadas a seguir:
- Temperatura do injetor: 270 C
- Temperatura do detector: 310°C
- Temperatura da coluna: 260C
-Tempo: 1 h
As condi¢cdes de operacao do sistema de CG-DIC foram as seguintes:
- Coluna 5% fenil-metil silicone 30 m x 0,53 mm x 2,65 um HP-5 (S/N: US7126326H)
- Volume de injecdo: 2 pL
- Modo de injecéo: Splitless ou sem divisao de fluxo
- Gés arraste: He
- Presséo: 60 kpa
- Fluxo da coluna: 10,14 mL/min
- Temperatura do injetor: 210 C
- Temperatura do detector: 250 C
- Temperatura da coluna: 100C (1 min) a 180T (3 m in), velocidade 4C/min
- Tempo de corrida: 24 min

3.7. Caracterizacéo do padrao e qualificacdo do equipamento

Cabe ressaltar que a validagdo foi precedida por dois procedimentos a
entender: caracterizacao do padréo de CAP adquirido e qualificacdo do equipamento
de analise (CG-DIC).
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O padrao foi caracterizado de dois modos, através da determinagcédo do ponto
de fusdo e espectroscopia por infravermelho. Os resultados confirmaram que o
produto adquirido tratava-se da substancia de interesse.

Uma vez que o padrdo de CAP adquirido ndo se tratava de uma substancia
de referéncia certificada, sua pureza foi estudada. O objetivo foi confirmar se a
pureza era aquela declarada pelo fabricante e, fundamentalmente, estimar um valor
para o calculo da incerteza. Como declarado pelo fabricante, a pureza da CAP é
igual ou superior a 99%. A incerteza da pureza, ndo disponibilizada, foi calculada a
partir da realizacdo de cinco determinacdes de pureza do padrdo. Adiante serdo
apresentados mais detalhes.

Procedeu-se também a qualificacdo do sistema cromatografico através do
POP INCQS n° 65.31.20.117. O objetivo era garantir que o CG-DIC apresente
condi¢cbes adequadas de uso. Com a utilizacdo de material de referéncia certificado,
realizaram-se ensaios para avaliar aspectos como precisdo e exatiddao do fluxo;
precisdo e arraste do injetor; e linearidade, ruido e deriva do detector. Todos o0s

parametros encontravam-se dentro de critérios de avaliacdo estabelecidos.

3.8. Validacao intralaboratorial

O procedimento para validagéo intralaboratorial foi basicamente descrito por
Souza (2007). A adequacédo ao propésito do método foi determinada a partir dos
resultados de parametros como faixa de trabalho, linearidade, efeitos de matriz,
seletividade, recuperacao, repetitividade, precisdo intermediaria, limites de deteccao
e quantificacdo. Salienta-se que a seletividade, a precisdo intermediéria e os limites
de deteccao e quantificacdo foram determinados segundo Lancas (2004); INMETRO
(2007) e ICH (1996); e Frehse e Thier (1991), respectivamente.

3.8.1. Faixa de trabalho (FT)

A faixa de trabalho foi determinada observando-se critérios amplamente
reconhecidos. Os niveis de trabalho devem pertencer, aproximandamente, ao
intervalo de 0,1< FT< 2 do limite de restricAo (FRAUNHOFER, 1994), 15 mg/kg de
alimento. Assim, os niveis de trabalho deveriam constar do intervalo entre 1,5 e 30

mg/kg.
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3.8.2. Linearidade
A linearidade foi realizada através de ensaios com solu¢cdes padrdo. Foi

preparada uma curva analitica y =a+bx, com niveis de concentragdo igualmente

espacados 2; 8; 14; 20; 26 e 32 mg/L, sendo trés repeti¢cdes independentes de cada
nivel. Aliquotas de 20; 80; 140; 200; 260 e 320 pL, respectivamente, das solugdes
estoque de CAP foram utilizadas para a confeccdo da curva analitica. As solucdes
foram preparadas e analisadas aleatoriamente durante trés dias, sendo dois niveis
por dia. Brancos foram preparados a cada corrida, como ferramenta de controle de
gualidade.

A linearidade foi avaliada através da estimativa dos parametros pelo método
dos minimos quadrados ordinarios (MMQO), inspecéo visual dos dados e graficos e
tratamento de valores aberrantes. O MMQO, que minimiza a soma dos quadrados
dos residuos (erros) da regressdo é utilizado para estimar os parametros de
regressdo. Os valores aberrantes foram tratados pelo teste de residuos
padronizados Jacknife, o qual foi aplicado consecutivamente até que novos valores
aberrantes ndo fossem detectados ou até exclusdo maxima de 22,2% do numero de
analises (BELSEY, KUH e WELSCH, 1980; HORWITZ, 1995). O MMQO parte da
premissa que os residuos seguem a distribuicdo normal, tém varidncia constante ao
longo do eixo x e sédo independentes. Tais premissas relacionadas a analise de
regressdo foram avaliadas quanto a normalidade por Ryan e Joiner (1976);
homoscedasticidade por Levene (1960) e Brown e Forsythe (1974); e independéncia
dos residuos da regressao por Durbin e Watson (1951). O teste F foi conduzido para
verificar o ajuste ao modelo linear por meio da avaliacdo da significancia da
regressao (DRAPER e SMITH, 1998).

Estimativas dos parametros pelo MMQO
Num primeiro momento, ha a inspecado visual dos dados e a construcao do
grafico das respostas analiticas versus concentracdes do analito. Os parametros da
regressao a e 3 sao estimadas como a e b, respectivamente, correspondentes aos
n
valores que minimizam a soma de quadrados dos residuos da regressao Z(y - )2
i=1
sendo yi o valor estimado de Y, para um dado valor de X, quando a e b sédo
determinados.
As estimativas de inclinagdo b e intersegdo a da reta ajustada estdo

demonstradas nas Equacgdes E.1 e E.2, respectivamente.
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b=-—> Equacéo E.1
SXX

a=y-bx Equacéo E.2

sendo

n n

. > xy - PRDN
=2 (% =)y, ~y) ==

=)

y:
n
DX
% = 1L
n

X, = concentracéo conhecida do analito
y, = resposta medida

n = numero de pontos da curva de calibracao
Para cada concentragdo x, no qual uma resposta y, esta disponivel, o
residuo e

. € dado pela equacéo E.3
e€=Y—V Equacéo E.3

sendo

yi =variavel estimada pela equacgéo de regressao
As variancias de inclinagdo s, da intersecéo s’ e dos residuos da regresséo

s2. sdo calculadas pelas equacdes E.4, E.5 e E.6.

2 Sres 3
== Equacao E.4
% =g, quag
Zn:Xiz
Sh = S s Equacéo E.5
ns,
2 =9y
s =t Equacdo E.6
n-2

O coeficiente de determinacdo do ajuste R* é definido pela equacéo E.7.

RP=12 Equacéo E.7
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Os valores estimados para a inclinacdo e intersecdo, assim como as suas
respectivas variancias, sao utilizados para construir a equacao a ser utilizada para
estimar as concentracdes de amostras. Os residuos da regressdo computados séo

empregados nos testes subsequentes.

Tratamento de valores aberrantes

O gréfico dos residuos da regressdo versus 0s niveis de concentracdo é

construido. Duas linhas pontilhadas horizontais correspondentes a +t,_, 5, 5)Ses S0

res
utilizadas para indicar uma variabilidade aceitavel entre os residuos de regressao,
sendo os pontos fora desses limites entendidos como tendéncias. Os valores
aberrantes sdo avaliados pelo método de residuos padronizados Jacknife, cuja

estatistica é o residuo padronizado Jacknife J_, calculado para cada ponto da curva

ei?’

analitica e descrito na equacéao E.8.

Joi =T, n_—p_12 Equacéao E.8
\n-p-r,

sendo

p =numero de parametros do modelo

e i .
r. =—-, residuo padronizado

i
ei

S.i = S.sV1—h, erro padréo do residuo

—\2
h_=£+(Xi—X)

i , leverage

XX

Os residuos padronizados Jacknife seguem a distribuicdo de ty_, 0 poa)-

Valores de J_ maiores que o valor de t critico para o nivel de significancia 0,05

foram considerados aberrantes (BELSLEY, KUH e WELSCH, 1980) e removidos até
o limite percentual de 22,2% dos dados tratados (HORWITZ,1995) ou até a ultima
repeticdo de um nivel de concentracdo. O MMQO foi recalculado a cada excluséo de

valores aberrantes.

Teste de normalidade
A normalidade dos residuos da regressao foi avaliada pelo teste de Ryan-
Joiner, que se utiliza do teste de hipéteses para confirmar se os residuos seguem a

distribuicdo normal e, portanto, os desvios da normalidade ndo seriam significativos.
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A estatistica do teste € o coeficiente de correlagcdo de Ryan-Joiner R. A hipotese
nula € rejeitada se os coeficientes R sdo inferiores aos valores criticos
estabelecidos. Os residuos foram colocados em rol e foi construido um gréafico dos
valores dos residuos versus valores percentis estimados para uma distribuicdo

normal reduzida. Um grafico dos residuos ordenados de uma amostra (e) de
tamanho n versus os pontos dos percentis de uma distribuicdo normal reduzida (q;)

foi construido. Os quantis normais foram obtidos pela equacéo E.9.

_ af(i-3/8)) . _ 3
q =9 {—(n+1/4)}'| =1...n Equacao E.9

sendo
g, =valor normal esperado
@' =inverso de uma func&o de distribuicdo normal padrio
O coeficiente de correlagéo entre e e g, foi calculado conforme equacgéo E.10

S, .
Ry = T7—= Equacao E.10

v See X Sqq

e=
n
ZQi
N — 71
4= n

Se o grafico obedecer a uma linha reta, os dados seguem uma distribuicao
normal. Caso contrario, o grafico apresentara algum grau de curvatura ou
distribuicdo aleatoria de dados e os mesmos serdo provenientes de uma outra
distribuicdo de probabilidade.

Os coeficientes de correlagéo criticos para conjunto de dados pertencentes a

distribuicdo normal foram obtidos para o nivel de significancia igual a 0,05 pela

21



equacao E.11 (RYAN e JOINER, 1976). Dessa forma, o resultado grafico pode ser
confirmado pelo calculo do coeficiente R.
01288 0,6118+ 13505

Jn n n?

Ry =10063

Equacéo E.11

Teste de homoscedasticidade das variancias dos residuos

O teste de Levene (LEVENE, 1960) modificado por Brown e Forsythe (1974)
foi utilizado para avaliar a homogeneidade das variancias, a partir da hipotese nula
de que as variancias dos residuos da regressao nao diferem entre si, ou seja, ha
homoscedasticidade. Para a hipotese alternativa as variancias dos residuos seriam
diferentes, havendo, no caso, heteroscedasticidade. A estatistica do teste € o F de

Levene F, . No caso em questéo, os residuos foram divididos em dois grupos n, e
n,, para 1 grau de liberdade, em que t = JF , e calculou-se a estatistica t de Levene
t . A hipotese nula € descartada quando t, for superior ao t critico t,_, ., 1n,-2)- OS

grupos foram distribuidos equitativamente, tendo o cuidado para ndo separar
repeticdes de um mesmo nivel em grupos distintos. As medianas dos residuos de

cada grupo € e € foram calculadas e obtidas as diferengas absolutas entre as
medianas e os residuos dos respectivos grupos d,; =‘§l—elj‘ e dy; :‘éz —ezj‘. A
média das diferencas d, e a soma dos quadrados dos desvios SQD, dos valores Ekj

de cada grupo k=1 e k=2 foram calculadas. O valor de t, foi obtido pela equacéo

E.12.
L. l6-d)

1 aZ
N nl n2

sendo

Equacéo E.12

d, =Z"é—ekj‘/nk , média dos modulos das diferengas entre o j-ésimo residuo e a
mediana de cada grupo k=1e k=2
n, =numero de observacdes em cada grupo

€. =mediana de cada grupo

. _(SQQ +sQD)

" (n1+n2 _2)

S , variancia combinada
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SQD, = Zk('ék — € )2 , soma dos quadrados dos desvios entre cada j-ésimo residuo e
j=1

a mediana de seu k-ésimo grupo, para cada grupo.

Caso t, seja inferior ao valor critico t ha a indicacdo de

1-a /2;m+n,-2) !
homoscedasticidade, ndo havendo razdes para rejeitar a hipotese nula e acreditar

gue a variancia dos residuos nao seja constante. A significancia p também deve ser

superior a 0,05 (LEVENE, 1960; BROWN e FORSYTHE, 1974).

Teste de independéncia dos residuos

A autocorrelagdo ou independéncia dos residuos da regressédo é verificada
pelo teste de Durbin-Watson, considerando-se a hipotese nula de que ndo ha
autocorrelacdo entre os residuos, ou seja, sao independentes; e a hipétese
alternativa de que h& autocorrelacdo entre os residuos e, portanto, ndo séao

independentes. Assumindo-se que os residuos e sao variaveis independentes, a
autocorrelagdo entre os residuos seria p, =0 (hipotese nula). Essa hipdtese foi
testada contra a alternativa em que p, = ,o(,o¢ Oe|,o| <1). A estatistica de Durbin-

Watson é a ferramenta utilizada para a avaliacédo e esta descrita na equacéo E.13.

(e -e.)

d="*~2 Equacéo E.13

Para cada grupo de dados, existem dois limites criticos d, (inferior) e
d, (superior). Caso o valor de d esteja entre esses limites, o teste & inconclusivo.
Valores de d <d, indicam autocorrelacdo e a hipétese nula € rejeitada para um
nivel de significancia de 2a ; enquanto valores de d >d,, indicam independéncia e a

ndo rejeicdo da hipotese nula. O valor de d varia de zero a quatro. Se o valor
converge para dois significa que nao ha autocorrelacdo e o0s residuos séo
independentes. No mesmo sentido, se os valores se afastam de dois para zero ou
quatro, entdo, a autocorrelagdo aumenta. Geralmente, valores entre 1,5 e 2,5 podem
ser utilizados como ponto de corte inferior e superior (DURBIN e WATSON, 1951).
Os valores limites de d sdo estimados pelas equacdes E.14 e E.15 para nivel de
significancia igual a 0,05.

2,8607 3,4148+ 16,6400

Jn n n?

d, =19693- Equacéo E.14
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30547 1,3862+ 16,3662

d, =19832-
o=t Jn n n’

Equacao E.15

Teste de significancia da regressao e do desvio da linearidade

Para a realizacdo do teste, a variabilidade total das respostas € dividida em
soma do quadrado dos residuos da regressao (em torno da regressao) e soma dos
guadrados devido a regressao. A soma de quadrados dos residuos da regresséao é
separada em soma dos quadrados do desvio da linearidade (falta de ajuste ao
modelo) e soma dos quadrados do erro puro. A segmentacao da variabilidade total
das respostas, em soma de quadrados entre niveis e soma de quadrados do erro
puro (dentro dos niveis), também foi feita para auxiliar os calculos.

A tabela de analise de variancia para o teste é construida a partir das
equacdes dispostas na tabela 4. A estatistica do teste é a razdo entre as variancias,

que segue a distribuicdo de F com os graus de liberdades correspondentes.

Tabela 4 - Analise de variancia para significancia da regresséao e desvio de
linearidade ( a=0,05)
FV GL SQ oM F

Regressao 1 { SQeyr QM e

Se-R-n)| o =

regr res

Residuos n-2 n . S

> (yi-9) G(Ses = Ses

i=1 res
Desvio da u-2 u ~ S M
l idad Ny (yk = Yk )2 ey Mo
inearidade e Gl QM6 puro
Entre niveis u-1 U N ()7 B y)z

k\ Yk

k=1

Erro puro n-u u M (y _y )2 SQ puro
Ki k P

k=1 j=1 : GLErro puro
Total n-1 i (y _ y)z SQrotaI

i=1 GLTotaI

FV = fonte de variagdo, GL = graus de liberdade, SQ = soma dos quadrados, QM = quadrado médio, F = razéo

entre variancias, N= nimero de i pontos de curva analitica, U= nGmero de niveis de concentragdo, N, =
namero de pontos j em cada nivel de concentracédo K, Y, = resposta medida, X; concentragdo conhecida do

analito, 9i = variavel dependente estimada pela equag&o de regressdo, Y = média das respostas medidas, X =
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média das concentragGes conhecidas, ykj = j-ésima resposta medida do k-ésimo nivel de concentragéo, )_/k =

média de respostas medidas do k-ésimo nivel de concentracédo 9k: variavel dependente estimada pela

equacao de regresséo para o k-ésimo nivel de concentragao.

Para avaliacdo da regressédo, € testada a hipotese nula de que a regressao

linear ndo é significativa (ou seja, a variagdo dos valores de y, ndo é explicada pela

regressao) e a hipotese alternativa de que a regressao linear é significativa (variagao

dos valores de vy, é explicada pela regresséo). A hipdtese nula é rejeitada se o valor
de F for maior que o valor critico F,_,,, . Quanto a significancia do desvio da

linearidade, a hipotese nula de adequacao ao modelo linear simples (ndo ha desvio
da linearidade) € confrontada com a hipodtese alternativa de inadequacé&o ao modelo
linear (ha desvio da linearidade). A hip6tese nula é rejeitada quando o valor de F for

maior que o valor critico F A significancia da distribuicdo F (p) também

-a;u-2;n-u) *
deve ser analisada. Para a regressao linear dos residuos, p deve ser inferior a

0,001, enquanto para o desvio da linearidade, p deve ser superior a 0,05.

3.8.3. Efeito Matriz

A avaliacdo do efeito de matriz proposta por Souza (2007) sugere a
confeccdo de duas curvas do analito: uma, denominada de solventes, originada a
partir de solugbes com padrdo; e outra, denominada de matriz, originada de
amostras.

A curva e as soluc¢des do analito em solvente foram aquelas ja utilizadas para
a avaliacado da linearidade. No item anterior, foram descritos todos os testes aos
guais se submeteram os dados.

A curva da matriz foi checada pelo método de adicdo. SolugBes de adicao
foram preparadas nos niveis de 2; 8; 14; 20; 26 e 32 mg/mL, sendo trés repeticdes
independentes de cada nivel. O método proposto por Souza (2007) sugere a
utilizacdo de amostra branca ou material de referéncia certificado (MRC). Porém,
diante da dificuldade de obtencé&o de tais amostras, as solu¢des foram adicionadas a
uma amostra denominada AMV, com resposta média e migracdo estimada por
ensaios. Foram realizados vinte ensaios com esse intuito. Tais valores também
foram utilizados na determinacdo de outros parametros de desempenho como

repetitividade e recuperacéao.
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As areas de cada ensaio foram subtraidas a area média da amostra AMV
para obtencdo somente da resposta relativa as solu¢des de adi¢do. Tais valores
foram entdo utilizados em todo tratamento estatistico e na confec¢do da curva
analitica da matriz. O preparo e analise das curvas do analito em solvente e na
matriz foram realizados sob condicbes emparelhadas.

Os dados experimentais obtidos para as curvas do analito em solvente e
matriz foram analisados pelo MMQO, e pelas premissas descritas no item 3.8.2.
Satisfeitas as premissas, a proxima etapa foi avaliar a homogeneidade das
variancias dos residuos da regressao. A hipotese nula de que ndo ha diferenca entre
as variancias dos residuos (ha homoscedasticidade) foi testada contra a hipétese
alternativa de que as varidncias dos residuos sao diferentes (ha
heteroscedasticidade). O parametro do teste é a raz&do entre as variancias F sendo
a maior variancia no numerador e a menor no denominador (Equacédo E.16). A
hipotese nula € rejeitada se o valor de F for maior que o valor critico
Fo-a12:0,-21,-2) (SNEDECOR e COCHRAN, 1989).

SZ
F=—> Equacéo E.16
Stes,

Havendo homoscedasticidade, as inclinagfes e interse¢cdes das curvas de
solventes e de matriz seriam comparadas pelo teste t com variancias combinadas
(Equacbes E.17 e E.18). A hipdtese nula de que as inclinagdes ou interse¢des nao
diferem entre si seria testada contra a hipGtese alternativa de que as mesmas sdo
diferentes. A hip6tese nula seria rejeitada se valor de t, ou t, for superior ao critico

t ) (ARMITAGE e BERRY, 1994).

1-a /2;n+n,-4
-b
t, :M Equacgéo E.17
sz g
N
SxXl SXXZ

Equacao E.18

sendo que indices 1 e 2 referentes, respectivamente, as curvas do analito no

solvente e em matriz;

(nl - Z)Srzeq + (nZ - 2)Srzes2

n+n,-4

2 _
S, =
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3.8.4. Seletividade, Repetitividade, Preciséo intermediaria e Recuperacéo

A seletividade foi determinada analisando-se uma amostra em duas colunas
com caracteristicas diferentes, uma mais polar (5% fenil metil silicone) e outra apolar
(100% dimetilsiloxano). As condi¢cBes cromatograficas no experimento com a coluna
apolar foram alterados, enquanto o ensaio com a coluna mais polar foi realizado
conforme descrito no item 3.6.2. A temperatura inicial da coluna apolar foi reduzida
para 80C e o fluxo na coluna ajustado para 1lmL/min. Os demais parametros
permaneceram inalterados.

A repetitividade e a recuperacdo sob condicbes equivalentes (mesmo
analista, mesmo equipamento, mesmo laboratério, mesmos reagentes e curto
periodo de tempo) foram avaliadas por ensaios de migragdo com a amostra AMV ja
mencionada no item 3.8.3.. As amostras AMV foram submetidas ao ensaio de
migracao e, posteriormente, adicionadas por aliquotas em niveis correspondentes a
2; 8; 14; 20; 26 e 32 mg/L, com pelo menos cinco repeticdes genuinas de cada nivel,
dois niveis por dia. As aliquotas foram tomadas como se a amostra AMV nao
apresentasse qualquer residuo de CAP. As areas obtidas em cada nivel foram
subtraidas pela resposta média da amostra AMV com objetivo de estimar somente a
resposta relativa as solugdes de adicdo. Tais valores foram entéo utilizados em todo
tratamento estatistico.

A precisdo intermediaria ou precisdo intercorridas define a precisdo dentro de
um mesmo laboratorio para medidas obtidas por diferentes analistas, ou em
diferentes dias, ou por equipamentos diferentes (BRUCE, MINKKINEN e RIEKKOLA,
1998). Para determinacdo do parametro foram realizadas 10 repeticdes de uma

mesma amostra em trés dias distintos com intervalos de 7 e 13 dias.

Seletividade

O procedimento ja descrito teve por objetivo verificar a existéncia de co-
eluicdo da CAP com outros componentes no sistema cromatografico. Ao final, foram
comparados os cromatogramas das duas colunas (mais polar e apolar) quanto a
existéncia de picos proximos ao tempo de retencdo da CAP. Esse fator foi
considerado suficiente para determinacao da seletividade.

Recuperacéo
A recuperagcao aparente foi estimada a partir de repeticbes de amostras
adicionadas em cada nivel da amostra. Os valores aberrantes das recuperacdes
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aparentes foram avaliados segundo teste de Grubbs. A recuperacdo aparente foi

calculada através da equacéo E.19.

(MiA _ MiB)xloo

R = c. Equacdo E.19
sendo

M., = migracao estimada de CAP para as amostras adicionadas

M = migracdo estimada de CAP para a amostra AMV

C, =concentragao teorica adicionada

Apos analise inicial dos dados os valores de recuperacdo aparente de cada
nivel foram dispostos em rol para avaliacdo de valores aberrantes pelo teste de

Grubbs. Os paréametros de G, (equagbes E.20 e E.21), G, (equagdo E.22) e
G, (equagdes E.23 e E.24) foram realizados para os grupos de resultados de

recuperacgdo aparente de cada nivel de concentragao.

G, = < Equacéo E.20
R-
Gy :‘ CR”‘ Equacgéo E.21
G, = R, -R Equacéo E.22
S
(n-3)s )
G, =1-|+—0=2 Equacao E.23
3L ( (n—l)s J quag
(n-3)s% )
G, =1-|—1n2 Equacao E.24
v ( (n-1s’ ] A
sendo

R ==L média da recuperacio aparente, no nivel de migracéo estudado.

n =n° de observacdes do nivel de migracdo estudado.

R = menor recuperagdo aparente, no nivel de migracdo estudado.

R, =maior recuperagéo aparente, no nivel de migragéo estudado.
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> (R -RJ

s= 1 , desvio padrdo das recuperacfes aparentes, no nivel de migracao
n —
estudado.
=\2
, _XR-RP . . .
S, == o variancia das recuperagdes aparentes, excluindo os dois valores
n_ —

extremos, no nivel de migracao estudado.

(R -R)’

, 2 I\R-R . ) ) o

S == variancia das recuperacfes aparentes, no nivel de migracao
n_

estudado.

Valores da estatistica de Grubbs superiores a valores criticos para um nivel
de significancia de 0,05 foram considerados aberrantes. Os resultados médios de
recuperacdo aparente foram comparados a critérios de aceitabilidade para exatidao
descritos pela UE (2002). A recuperacdo média dentro de tais valores indica que ndo
h& falta de exatiddo. O valor deve ser analisado para cada nivel de concentracao

separadamente.

Repetitividade
Os experimentos conduzidos sob condicdes de repetitividade permitem que a

precisao seja expressa em termos de coeficiente de variacéo CV(%) (equacéo E.25)

dos resultados de recuperacao aparente obtidos em cada nivel estudado.

CV(%)=RSD = 10%"3 Equagéo E.25

No entanto, a estatistica adotada para avaliagdo da precisdo foi o HorRat,
obtido a partir do RS, e PRSD,, sob condi¢cbes de reprodutibilidade. O PRSD,,

calculado por 2C™°*(sendo C a concentracdo do analito), € um critério de
aceitabilidade estimado pela funcdo de Horwitz e Albert (2006). Para condigbes de

repetitividade, o HorRat (equacdo E.26) pode ser obtido pelo CV(%) dos resultados
de recuperagdo aparente dividido pelo PRSD estimado. Esse ultimo é igual a, no
maximo, dois ter¢os do valor do PRSD, (HORWITZ e ALBERT, 2006; UE, 2002). Em

casos onde o limite de restricdo € superior a 0,1 mg/kg, o valor do HorRat deve ser

inferior ou igual a 2.
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CV(%)

HorRat = Equacéo E.26

2
“PRS
3 RS

Precisdo intermediaria

Os experimentos conduzidos em trés diferentes dias permitem avaliar a
precisdo intermediaria através do CV(%). O coeficiente de variagdo é obtido a
partir do desvio padrao da precisdo intermediaria (equacéo E.27) e da média das
mensuracdes dos trés dias, sendo comparado com critérios de aceitabilidade
estimados pela funcédo de Horwitz e Albert (2006) e UE (2002), de preferéncia, por
faixa de concentracdo (INMETRO, 2007; ICH, 1996). Salienta-se que resultados
com valores da estatistica de Grubbs superiores a valores criticos para um nivel

de significancia de 0,05 foram considerados aberrantes

s =11 : Equacéo E.27

sendo:

S = desvio padrdo da preciséo intermediaria (onde as varia¢des intermediarias
da precisdo podem aparecer entre parenteses.

t =total de amostras ensaiadas

n =total de ensaios efetuados por amostra

j =numero da amostra j =1,n

k =numero do ensaio da amostra j, k=1n

Y =Vvalor do resultado k para a amostra |

y =representa a média aritmética dos resultados da amostra |

3.8.5. Limites de deteccao e quantificacao

Os limites de deteccdo e quantificagdo foram determinados e baseados em
referéncia distinta daquela utilizada até entdo. Os limites foram estimados
graficamente a partir da inclinacéo e intersecéo da curva analitica como sugerido por
Frehse e Thier (1991).
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3.9. Incerteza de Medicéo

A metodologia adotada para a determinacao de incerteza de medicéo baseia-
se em recomendacdes da Eurachem/CITAC (2001).

A incerteza € um parametro associado ao resultado de uma medicdo, que
caracteriza a dispersdo de valores que poderiam ser atribuidas ao mensurando
(Vocabulario Internacional de Termos Basicos e Genéricos em Metrologia - VIM). A
incerteza de medicdo, em geral, compreende inumeros componentes. Cada
componente € caracterizado como uma fonte de incerteza associada a contribuicdes
distintas. Assim, num primeiro momento, foram analisados e quantificados

separadamente, dando origem ao que se denomina incerteza padronizada u,. Para

uma medicdo, a incerteza total € denominada de incerteza padronizada combinada

u, (y) Contudo, na maioria das aplicacdes em quimica analitica deve ser utilizada a

incerteza expandida U .

A identificac@o das fontes de incerteza obedeceu a critérios proprios de maior
relevancia sobre o valor do mensurando. Dentro da metodologia, poderiam ser
enumerados diversos componentes de incerteza, porém, o trabalho ateve-se a trés
principais. A incerteza da diluicdo dos padrdes, da curva analitica e da repetitividade
do equipamento foram identificadas e consideradas mais relevantes para a
determinacdo do parametro no método. A incerteza padronizada de cada
componente foi estimada através das equacgdes E.30, E.31 e E.32. A estimativa da
incerteza da diluicdo dos padrbes exige a determinacdo da incerteza da solucao
estoque e de cada padrdo separadamente (equacdes E.28 e E.29,
respectivamente). No caso, a determinacdo da incerteza das solucdes estoque
apresenta uma dificuldade, pois é necessario que a pureza do padrdo esteja
associada a um valor de incerteza de medicdo. O padrdo de CAP disponivel nédo se
trata de um material de referéncia certificado no qual constaria um valor de pureza e
incerteza. Diante desse fato, realizou-se procedimento alternativo para confirmacao
da pureza do padréo relatada pelo fabricante e o estabelecimento de uma incerteza
aproximada. Com esse intuito, foram conduzidas cinco injecbes originadas de

repeticbes de analise. O desvio padrao dos resultados foi utilizado para o calculo da

incerteza.

2 2 2
Uest = (f&)%li/":] _{ PlpoxoT\j;V] +(1L(J)F(’;\r2 ] Equacéo E.28
sendo
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u., =incerteza da solugao estoque

P, =pureza do padrédo de CAP

u,, =incerteza da pesagem da massa
V, =volume final da solugéo

m =massa do padrao

u, =incerteza do volume final

Up = % , incerteza da pureza do padrao definida por

s =desvio padrao das purezas mensuradas

n =numero de repeticdes

Cest X ualiq ’ Valiq X uv X Cest i Valiq X uest i ~
Up) = + > + Equacao E.29
Vf Vf Vf

sendo

Ui, ) =incerteza do preparo do padréo
C. =concentracéo da solucdo estoque
U, =incerteza do volume da aliquota

V.iq =Volume da aliquota

2 2 2
u u u
- (R) (P2) (P.) =
Ugny =l — | t|——| t...7| — Equacéo E.30
(d”) {CF’l j ( CF’z ] [Cpn j A

sendo

Uiy =incerteza combinada da diluicao dos padroes

C, =concentracao de cada padrao

2

c,-C
u — Sres X £+1+—
(Curva) Bl p n S

XX

Equacéo E.31
sendo
Uccuva) = iNCErteza da curva

C, =concentracédo da amostra

C =concentracdo média do padrao

p =numero de repeti¢cdes ou replicatas
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n
2
Z;;[Aj B AESp]
Ses = |15 > , desvio padrdo residual onde A; =area medida; n=numero de
n —
medi¢Ges para confecgdo da curva analitica; A, = B, + B, xC;, area esperada tendo
B, =interse¢do da curva analitica; B, =inclinacdo da curva analitica;
C, =concentragao do padrao.
n . 2
Sy = z(cj —C]
j=1

= Sareas Equacéo E.32

Urep) = \/6

sendo

=desvio padrdo das respostas (areas) relativas a amostra em analise

Séreas

Por sua vez, a incerteza padronizada de cada componente foi combinada de

forma a imputar ao valor do mensurando uma incerteza (Equacéao E.33).

2 2
u
Ugoms =C o % (Udn )2 "{ Cr:ep] +(MJ Equacéo E.33

Para que o valor verdadeiro do mensurando se encontre dentro de um
intervalo com um nivel de confianca de 95%, a incerteza combinada foi multiplicada
por um fator de abrangéncia k (Equacéo E.34). O fator de abrangéncia para um nivel

de confianca de 95% é 2.

U =KX Uicomy) Equacéo E.34

3.10. Reviséao bibliografica sobre a toxicologia da CAP

A localizacao dos artigos foi conduzida por meio de ferramentas de busca na rede
internacional de computadores. Portais de pesquisa cientifica como Science Direct,
Periodicos Capes, o0 sistema Toxnet de Medicina, o Micromedex Healthcare Series e
documentos relativos as posicbes da Environmental Protection Agency (EPA) e
International Agency for Research on Cancer (IARC) com relagdo a CAP foram utilizados.

Os artigos cientificos ndo disponiveis na internet foram requisitados pelo Comut, com
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auxilio do Instituto Brasileiro de Informacdo em Ciéncia e Tecnologia que coordena o
Catélogo Coletivo Nacional de Publicacfes Seriadas (CCN).

Essa revisdo abordou principalmente, a toxicocinética, os efeitos da exposicéo
humana e animal pelas vias cutanea, ocular e inalatéria, a genotoxicidade in vitro e in
vivo, a carcinogenicidade, bem como os efeitos sobre a reproducéo e desenvolvimento

dos animais.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Validacdo do método
Os resultados obtidos a partir de procedimentos ja mencionados e referentes a

validacdo do método sédo apresentados nos itens subsequentes.

4.1.1. Linearidade e curva analitica

A avaliacdo da linearidade e a confeccdo da curva analitica (figura 6) foram
realizadas através do método dos minimos quadrados ordinarios (MMQO). Para a
utilizacdo do MMQO, deve-se efetuar algum teste de modo a confirmar as premissas
do método. As premissas devem ser satisfeitas, caso contrario, 0o MMQO né&o pode
ser realizado. Estas se relacionam aos residuos da regressédo e dizem respeito a
testes de normalidade, independéncia, autocorrelacdo e homogeneidade das
variancias dos residuos, além da andlise de variancia da regressao e desvio da
linearidade dos residuos foram realizados. Os valores aberrantes foram analisados
previamente. A cada exclusdo, os testes eram novamente executados. A

metodologia consta no item 3.8.2.
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Grafico Final da Linearidade
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Figura 6 — Curva analitica da CAP em solvente (Area  x Concentracdo em mg/L)

Tratamento de valores aberrantes

ApOs realizacdo do teste de residuos padronizados Jacknife, quatro
repeticbes ou dados foram rejeitados (vide figura 7), permanecendo dentro do limite
de 22,2% das mensuragoes estabelecido por Horwitz (1995). O MMQO assim como
a identificacdo de valores aberrantes eram recalculados a cada rejeicdo de dados.
Uma questao que pode ser discutida e que ndo é mencionada por Souza (2007) é a
rejeicdo de valores num mesmo nivel. Ha a possibilidade da permanéncia de
somente um dado no nivel. Por exemplo, no nivel de concentragdo 20 mg/L restou
somente um dado apds a exclusédo dos valores aberrantes. Isso poderia ocasionar
dificuldades quanto a realizacdo de alguns testes de homoscedastidade, como no
caso do teste de homogeneidade sugerido por Snedecor e Cochram (1989) que
utiliza a variancia do nivel. Para o teste de homoscedasticidade proposto por Brown-
Forsythe (1974) aqui empregado néo existe qualquer empecilho. No entanto, precisa
ser considerado que a existéncia de inUmeros aberrantes pode estar associado a
ocorréncia de erros sistematicos. A realizacdo de novo procedimento seria, entdo, a

conduta mais correta.
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Figura 7 - Grafico exploratorio dos residuos dareg  resséo

da curva analitica

Teste de normalidade dos residuos

A figura 6 demonstra que os dados seguem a distribuicdo normal. Isso pode
ser constatado de duas formas. Uma pelo coeficiente de correlacdo Ryan-Joiner
(teste Ryan-Joiner). O coeficiente de correlacdo calculado (0,9755) foi superior ao
valor critico estabelecido de 0,9351 (a = 0,05), ndo havendo razbes para rejeitar a
hipotese nula de que os dados seguem a distribuicdo normal. Outra seria pelo
grafico do valor normal esperado versus valor observado (Fig. 8). O grafico que

obedece a linha reta demonstra que os residuos seguem uma probabilidade norma

Grafico Q-Q

Valor Normal esperado
o
|

_2 T T T T
-15000 -10000 -5000 0 5000 10000 15000

Valor Observado

Figura 8 — Gréfico de probabilidade normal da curva analitica
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Teste de homogeneidade das variancias dos residuos da regressao
O teste de Levene adaptado por Brown-Forsythe para avaliar a
homogeneidade das variancias dos residuos foi realizado. As estatisticas de anélise

séo os valores de t, e a significancia p. O valor de t, calculado foi igual a 0,274 e
inferior ao t, tabelado de 2,18. A significancia p calculada foi 0,79, superior a
significancia 0,05. Como os valores de t, e da significancia p calculados

satisfizeram os critérios, € aceita a hipotese nula de que as variancias dos residuos

da regresséo sao constantes e conclui-se que ha homogeneidade das mesmas.

Teste de independéncia dos residuos

A autocorrelacdo ou independéncia dos residuos da regressédo foi avaliada
pelo teste de Durbin-Watson. A estatistica do teste € o valor de d, inferiores ou
superiores. O valor de d calculado foi igual a 1,52, acima dos valores criticos para
d, e d,, respectivamente, 1,05 e 1,35 (a = 0,05). Ou seja, a hipétese nula nao foi
rejeitada e confirmou-se a independéncia dos residuos da regressdo. A figura 9
representa graficamente a independéncia dos residuos da regressao.

12000 -

(]

[e]

‘ PR  — 1 €
-12000.--5"" " ©12000

-12000 -

Figura 9 - Grafico de Durbin-Watson da curva analit ica(e xe_)
Andlise de variancia dos residuos da regressao e desvio da linearidade

A regressao linear bem como o ajuste ao modelo foi confirmada através da

ANOVA. Os dados sao apresentados na tabela 5.
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Tabela 5 — Resultados da analise de variancia para  significancia da regresséao e
desvio de linearidade ( a = 0,05)

FV GL SQ QM F p Significancia
Regressio 1 465x10" 4,65x10" 875825 1,48x10™ p<0,001
Residuos 12 6,37 x10° 5,31x10’

Desvio da 4 583x10° 1,46x10° 0,201 9,31x10* p > 0,05
linearidade

Entre niveis 8 4,65x10"

Erro puro 13 5,78x10® 7,23 x10’

Total 1 4,65x10"

Regressdes significativas (p < 0,001) e 0 ajuste ao modelo linear (p > 0,05) foram
observados nos testes de F.
Ao final, a linearidade do método foi comprovada na faixa de trabalho de 2 a

32 mg/mL. A equacdo final de regresséao foi y = 6651,9 + 17521x%, sendo y a area do

pico da CAP e x a concentracdo do analito.

4.1.2. Efeito matriz

A amostra AMV foi adicionada, nas concentracbes de trabalho da curva
analitica, e submetida ao ensaio de migracao. As respostas obtidas foram subtraidas
do valor estimado da amostra AMV. A resposta média (area) e a migracdo estimada

para amostra AMV (M, ) foram de 142087,5 e 7,73 mg/L, respectivamente. A curva

analitica da CAP em matriz pode ser visualizada na Figura 10. Pelo teste

padronizado de residuos Jacknife, foram rejeitados quatro valores aberrantes.
Durante a avaliacdo do efeito matriz, Souza (2007) relata que somente 0s

testes de normalidade e ajuste ao modelo linear sdo considerados requisitos. Porém,

todos os testes de premissas foram realizados (tabela 6) .

Tabela 6 — Testes de premissas para curva analitic a em matriz ( a = 0,05)

Testes estatisticos  Estatistica Matriz Valor critico
Normalidade R 0,9880 0,9383
Homoscedasticidade t;p 0,302; p=0,77 2,16; p >0,05
Independéncia d 2,05 d, =1,08; d,=1,36
Regresséo P 1,06 x 10*° < 0,001
Desvio da linearidade p 0,60 > 0,05
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Figura 10 — Curva analitica da CAP em matriz (Area  x Concentra¢do em mg/L)

Os dados do analito em solvente foram aqueles obtidos no momento da
avaliacao da linearidade descritos no item 4.1.1.

Satisfeitas as premissas e confirmada a linearidade do analito em matriz, as
etapas subsequentes como o teste de homoscedasticidade das variancias dos

residuos e o teste t para variancias combinadas foram realizados (tabela 7).

Tabela 7 — Resultados dos testes para avaliacdo do  efeito matriz ( a = 0,05)

Testes estatisticos  Estatistica Calculado Valor critico
Homoscedasticidade F 0,16 2,06
das variancias dos
residuos
Teste t para t,; t, t, =1,75 2,06
variancias t, =0,07
combinadas

Conforme apresentado na tabela 7, os resultados dos testes permitem afirmar
que o método ndo apresenta efeito matriz, pois, estatisticamente (a = 0,05), as

curvas analiticas da CAP em solvente e em matriz se equivalem.

39



4.1.3. Seletividade

A seletividade foi determinada basicamente por inspecdo grafica onde se

constatou a auséncia de picos interferentes proximos as respostas da CAP em

amostra analisada em colunas com caracteristicas distintas, uma apolar e outra mais

polar. O fato foi considerado suficiente para determinacdo da seletividade. A figura

11 apresenta os cromatogramas que sustentam tal colocacao.
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Figura 11 — (a) Cromatograma tipico de uma amostra

L A A
20

min

em coluna apolar HP-1; (b)
cromatograma tipico de uma amostra em colunamaisp  olar HP-5.
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4.1.4. Recuperacao

Os valores obtidos (tabela 8) para a recuperacdo média em cada nivel de
concentracdo encontram-se dentro de limites estabelecidos por Horwitz e Albert
(2006) e UE (2002). Caso o laboratorio ndo disponha de materiais de referéncia
certificados para realizacdo dos ensaios, Souza (2007) sugere que o meétodo néo
seja caracterizado como exato. O adequado seria considerar que nao ha indicativo

de falta de exatidao para o método.

4.1.5. Repetitividade
Baseando-se em critérios estabelecidos a partir da equagdo de Horwitz e
Albert (2006), os valores de HorRat encontrados (tabela 8) indicam que o método

apresenta repetitividade adequada.

Tabela 8 — Avaliacao da repetitividade e recuperagcd o do método para cada nivel
de concentragao

Critérios de ... Concentragdo  Valor Cr_ittétr)i_?dded Fonte
desempenho (mg/L) Calculado aceltaviiidade

2 0,6

8 0,9

14 0.6 HORWITZ &
Repetitividade HorRat ’ <2.0 ALBERT,

20 01 2006

26 0,9

32 0,7

2 97,5

8 98,9

_ 14 101,8

Recuperagdo R (%) 80a110%  UE, 2002

20 106,5

26 101,4

32 99,0

4.1.6. Precisao intermediaria

Os valores de CV(%) encontrados (tabela 9) indicam que o método apresenta

precisdo adequada quando as medidas de uma Unica amostra sdo obtidas em dias

diferentes.
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Tabela 9 — Avaliacéo da precisdo intermediaria do m

realizados em trés dias diferentes

étodo através de ensaios

Concentragdo em mg/L

Amostras

Dia 1 Dia 2 Dia 3

1 6,70 5,98 7,14

2 7,51 7,51 9,28

3 5,84 7,78 8,17

4 6,58 8,27 8,95

S 7,62 6,46 8,49

6 6,39 8,18 8,78

7 7,46 8,12 9,72

8 7,80 7,14 8,49

9 8,12 7,10 9,14

10 8,49 8,14 7,68

Méedia 7,25 7,47 8,58
Stem 0,36
cv(o6) 46

4.1.7. Limites de deteccdo e quantificacao

A figura 12 ilustra e demonstra a metodologia utilizada para a estimativa dos

limites. A curva analitica de equagdo y=66519+1752Xk foi utilizada para a

determinacdo dos limites. As linhas tracejadas indicam os limites superiores e

inferiores do intervalo de confianca.
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Figura 12 - Determinacao dos limites de deteccéo e

4.2. Resultados das amostras
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Quarenta embalagens de filmes de nylon 6 destinadas a acondicionar

alimentos gordurosos como mortadela, blanquet de peru, peito de aves, patés e

apresuntado foram avaliadas quanto a migracdo de residuos de CAP. A identificacdo

do tipo de alimento ao qual o material destinava-se a acondicionar ocorreu por meio

dos roétulos e da impressdo do material. Aquelas embalagens onde ndo havia essa

possibilidade de identificacdo foram denominadas de ND, ndo disponivel. A figura 13

llustra a quantidade percentual de amostras analisadas por tipo de alimento.

Percebe-se que as embalagens denominadas por ND e aquelas utilizadas para o

acondicionamento de mortadelas (frango, chester ou suina) perfazem quase 80%

das amostras analisadas.
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Figura 13 - Grafico da distribuicdo percentual do n  Umero de amostras por tipo

de alimento (n = 40)

Previamente, duas questbes devem ser ponderadas. Uma relacionada ao
simulante utilizado e outra aos valores de migracdo obtidos. Ambas, contudo,
atreladas a aspectos legais.

Como ja mencionado, a Resolu¢édo n°105, de 19 de m aio de 1999 estabelece
0 azeite de oliva e o0 n-heptano como simulantes D para alimentos gordurosos.
Assim, no ambito nacional, a utilizacdo do etanol 95% néo seria indicada para efeito
de controle sanitario. Em contrapartida, a adocdo do etanol 95% como simulante
alternativo ao uso dos demais simulantes D € prevista pela legislagdo européia, mais
especificamente, a Diretiva n° 711, de 18 de outubro de 1982, e reinterada por
trabalhos cientificos ja mencionados (TILL et al., 1987; SCHWARTZ et al., 1988;
CASTLE et al., 2004; FELIX et al., 2008; POGORZELSKA e MIELNICZUK, 2001).
Obviamente, as condi¢cdes do ensaio como tempo e temperatura sédo diferenciadas
dos demais simulantes por se tratar de um solvente volatil. Os limites de migracao
especifica (LME) da CAP tanto da legislagdo brasileira quanto da legislacdo
européia sao idénticos, ou seja, 15 mg/kg de alimento. Como exercicio cientifico, os

valores obtidos de migracdo serdo comparados com ambas as legislagdes.
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Existe nas legislacdes brasileira e européia (BRASIL, 1999; CE, 1985) uma
determinacdo que os valores de migracdo fossem corrigidos por um ndamero
denominado de coeficiente ou fator de reducéo de gorduras. O fator, que varia de 1
a 5, estéa relacionado diretamente ao potencial de extracdo do simulante D ou seus
substitutos para um tipo de alimento, e s6 posteriormente os valores de migracao
poderiam ser comparados com a legislacdo. Esse fato suscitava muitas davidas
quanto a aplicacdo do procedimento. Recentemente, a UE através da Diretiva n°19,
de 2 de abril de 2007 inseriu no texto da Diretiva n°72 (2002) e 572 (1985) pontos
que estipulam as condi¢cdes em que o fator de reducdo deve ser praticado. Define
gque o mesmo deve ser utilizado para ensaios com embalagens que contenham
alimentos com mais de 20% de gordura e substancias caracterizadas como
lipofilicas, inclusive estabalecendo uma lista positiva.

As amostras avaliadas neste estudo destinam-se a alimentos com percentual
de gordura superior a 25%, sendo que a CAP n&o consta da lista de substancias
lipofilicas estabelecidas pela emenda européia. O carater hidrofilico da CAP é
evidenciado por Stoffers et al. (2004). Estes realizaram experimento no qual um
filme monocamada de nylon 6 permaneceu em contato simultineo com o0s
simulantes 6leo de oliva e agua através de uma célula de migracao two sided. Ao
final, 99% dos residuos de CAP migraram para a agua, ratificando a posicéo de que
a mesma ndo se trata de uma substancia lipofilica. Dessa forma, os resultados de
migracéo dos filmes contendo nylon 6 ndo foram corrigidos pelo fator de reducéo de
gorduras.

Os valores obtidos de migracdo da CAP (em mg/L) a partir de embalagens
contendo nylon 6 e a respectiva incerteza sao apresentados na tabela 10. A

migracéo foi estimada a partir da equacéo da reta y=1752X + 66519.
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Tabela 10 — Resultados obtidos nos ensaios de migra  ¢éo e respectivas

incertezas (em mg/L)

Embalagens Mortadela Embalagens ND
Migracéo Incerteza Migracéo Incerteza
1 10,5 1,01 24 11,6 0,72
2 10,0 0,90 25 7,8 0,64
3 11,3 0,73 26 9,8 0,90
4 7,9 0,73 27 12,9 0,89
5 11,3 0,81 28 13,8 1,11
6 9,5 0,74 29 13,9 1,37
7 18,1 1,22 30 11,2 0,69
8 10,3 0,70 31 14,0 0,71
9 12,9 0,79 Blanquet de Peru
10 9,7 0,64 Migracéo Incerteza
11 19,1 0,76 32 19,9 1,07
12 20,7 0,78 33 12,0 0,60
13 15,1 0,83 34 11,9 0,60
14 13,2 0,90 Paté
15 14,5 0,69 Migracéo Incerteza
16 18,0 0,71 35 29,7 1,55
17 10,9 0,76 36 17,1 0,81
18 20,1 0,96 37 26,0 0,92
19 17,5 0,67 Peito de Aves
20 20,7 1,10 Migracéo Incerteza
21 9,6 0,59 38 21,8 0,97
22 23,2 1,09 39 25,4 1,13
23 8,2 0,58 Apresuntado
Migracéo Incerteza
40 10,4 0,72

Os resultados de migracdo dos filmes de nylon 6 destinados a acondicionar
os referidos produtos demonstraram que algumas amostras para mortadela,
blanquet de peru, peito de aves e paté apresentavam niveis de migracdo superiores
aos limites.

Oito amostras de embalagens de mortadela apresentaram migragao superior
a 15 mg/kg, perfazendo um total de 35% das amostras analisadas. Uma amostra de

blanquet de peru (33%) e trés de peito de aves e patés (100%) também superaram
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os limites de migracdo especifica para a CAP. No entanto, ndo se constatou
migracdo acima dos limites nas embalagens ND e de apresuntado. A figura 14
ilustra alguns desses dados. Recomenda-se para controle sanitario a realizacdo de
estudos com simulante azeite de oliva para confirmacdo ou ndo dos resultados

obtidos nessas amostras.
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Mortadela ND Blanquet de Paté Peito de  Apresuntado
peru aves
m Amostras analisadas @O Amostras com migragdo superior ao LME ‘
Figura 14 — Numero de amostras com niveis superior es e inferiores aos

limites estabelecidos pela legislac&o brasileira (B RASIL, 1999) e
européia (UE, 2002)

A literatura cientifica acerca de estudos de migracdo com o nylon 6 é
reduzida. Particularmente, ndo existem até o momento trabalhos que avaliem as
embalagens contendo nylon 6 produzidas no Brasil. Pogorzelska e Mielniczuk (2001)
avaliaram diversos produtos contendo nylon 6 em sua constituicdo e relataram niveis
de migracdo da CAP que oscilaram entre 6,4 e 42,7 mg/kg para simulante etanol
95%. Esses valores parecem consistentes com os resultados encontrados.

Contudo, a metodologia do ensaio de migracdo merece aqui uma maior
discussdo. A forma como o ensaio de migracdo é conduzido pode influenciar

diretamente os resultados.
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O ensaio realizado sob imersédo total em filmes multicamadas pode gerar
incertezas quanto a estimativa de migracdo de qualquer substancia, pois as duas
superficies do material plastico permanecem em contato com o simulante, situacao
nao condizente com a realidade. Nesse caso, a transferéncia da CAP aconteceria
tanto da camada mais externa quanto da camada mais interna, e que de fato estaria
em contato direto com o alimento. Assim, o valor de migracdo poderia ser
superestimado. No mesmo sentido, a UE (2002) determina que as embalagens
submetidas ao ensaio de migracdo deveriam permanecer em contato com o
simulante de maneira que representem as condicdes reais de contato com o
alimento. Além das condi¢cdes de tempo e temperatura, deve-se também garantir
gue somente as partes da amostra que entrariam em contato com o alimento fossem
mantidas igualmente em contato com o simulante. Essa colocacéo é particularmente
importante em casos de filmes multicamadas, sendo mais adequado a utilizacao de
células de migracao single sided que assegurem o contato com o simulante apenas
da camada de interesse. Porém, as limitacBes para sua utilizagdo sdo inumeras,
dentre as quais destacam-se as de natureza técnica, pela necessidade de utilizacao
de varias células, e por consequéncia, a financeira para a aquisicdo das mesmas
(preco). Dessa forma, as condicbes do ensaio de migracdo foram as mais
apropriadas frente a questfes técnicas e institucionais. Salienta-se que a Resolucao
n° 105, de 19 de maio de 1999, adequando-se a realidade brasileira, ndo faz
qualquer mencéao as situacdes de contato, somente as condicbes de tempo e
temperatura. Castle et al. (2004), por exemplo, realizaram procedimento para
avaliacdo da incerteza em ensaios de migragédo total. Para tal utilizaram dados
obtidos de ensaios de migracdo conduzidos num estudo de proficiéncia organizado
pela Food Analysis Perfomance Assessment Scheme (FAPAS) e iniciado em 1994.
A legislagcédo européia desde aquele tempo (CE, 1990; UE, 2002) ja mencionava a
determinacdo supracitada para o contato dos filmes e, mesmo assim, seus
experimentos com filme de nylon utilizando etanol 95% como simulante foram
realizados por imersdo. Muito provavelmente, todos os laboratorios participantes nao
observaram a determinacgao da referida legislacéo.

A temperatura utilizada para o ensaio corresponde a pior situagdo prevista no
contato desse tipo de alimento com a embalagem. Bradley et al. (2004) afirmam que
embalagens de nylon 6 submetidas a temperaturas mais altas por forca do
cozimento ou aquecimento do alimento no proprio filme apresentam migracao

superior aquelas no qual tal procedimento néo é realizado.
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Os resultados evidenciaram uma questdo interessante. Nao foram
observados niveis de migragéo superiores a 15 mg/kg em amostras ND, desprovidas
de rétulo ou qualquer impressdo. Isso permite considerar a hipdtese de que a
existéncia de tais caracteristicas poderia, de alguma forma, potencializar o
fendbmeno da migracdo. Essa possibilidade ainda ndo foi confirmada por literatura
cientifica ou por este trabalho. Baseado nos resultados obtidos, recomenda-se a
realizacdo de estudos acerca do impacto de rétulos e impressdes sobre a migracao

da e-caprolactama.

4.3. Toxicologia da CAP

Tais resultados suscitaram questionamentos quanto a repercussao de tais
evidéncias a saude humana e estimularam uma revisdo bibliografica da toxicologia
da CAP, com a finalidade de se identificar os possiveis riscos de agravos a saude,
advindos de uma exposi¢cdo a CAP, principalmente em niveis superiores ao limite
estabelecido pela legislacdo. Uma vez identificado o risco, subsidiaria a tomada de

decisfes visando a protecdo da saude humana.

4.3.1. Toxicocinética

Os estudos referentes a absor¢cdo da CAP em animais pelas vias oral, parenteral
e inalatoria foram descritos em documentos da IARC (1986).

Unger e Friedman (1981) constataram que a CAP foi rapidamente absorvida e
eliminada em ratos em menos de 24h. Em geral, ndo ha muita informacdo sobre o
metabolismo da CAP. Alguns trabalhos como da IARC (1986) afirmam que parte da CAP
é biotransformada a acido e-aminocaproéico em ratos. O acido e-aminocaproico é formado
a partir da 4-hidroxicaprolactama, que também pode ser espontaneamente rearranjada a
uma mistura de, principalmente, 4-amino-y-aminocaprolactona e &cido 6-amino-4-
hidroxihexanadico (KIRK et al., 1987). A CAP é eficientemente eliminada pelo figado e rins
em ratos (IARC,1986). JA4 em coelhos, entre 9 e 22% da dose administrada € excretada
pela urina e fezes como lactama. O processo de excrecdo da CAP em ratos se da
também através da bile, pois a mesma ndo parece ser reabsorvida na circulacéo entero-
hepatica (IARC, 1986).

Durante a gestacdo de ratos, a CAP, administrada por via oral, € eliminada tanto

pela mae quanto pelo feto em 24 horas (IARC,1986).
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4.3.2. Efeitos em humanos

A grande maioria dos estudos que tratam dos efeitos clinicos da CAP decorre de
exposi¢do ocupacional, porém alguns foram conduzidos com voluntarios. Em geral, séo
trabalhadores de industrias quimicas produtoras da CAP ou aquelas responsaveis pela

transformacao da CAP em fibras ou resinas de nylon 6.

4.3.2.1. Exposicao cutanea e ocular

Em 1954, Goldblatt et al. aplicaram solucéo de 5% de CAP em antebracos de 11
voluntarios e somente 5 apresentaram sinais de irritacdo. Kelman (1986) observou efeitos
como irritacéo, descamacéo e/ou fissura cutdneas em 8 trabalhadores expostos a niveis
médios de 68 mg/dm3 de CAP sob a forma de poeira. Um trabalhador téxtil, manipulador
de fibras de nylon, e com histérico de dermatite por contato ocupacional, foi submetido
por Aguirre et al. (1995) ao teste topico com solucéo aquosa de CAP 5%. Observou-se
eczema eritematoso difuso em pescocgo, térax e membros. H4 também relatos de
dermatite de contato e eczema, fissuras e hiperqueratose em trabalhadores
expostos segundo EUA (2005). Em sintese, os estudos demonstram que a CAP
pode ocasionar dermatite, irritacdo, descamacao e/ou fissuras na pele, além de
conjuntivite e queimaduras na cornea (FERGUSON e WHEELER, 1973; USCG,
1996). Os efeitos podem se originar do contato direto ou da exposicdo ao
vapor/poeira de CAP. Um fato que pode servir de alerta € que foram constatados
consideraveis agravos a pele num trabalhador téxtil, manipulador de fibras de nylon
(AGUIRRE et al.,, 1995). A principio, a manipulacdo de fibras de nylon nao
representaria maiores preocupacdes, porém o trabalho indicou uma situacao oposta.

4.3.2.2. Exposi¢ao por via inalatoria

Durante exposi¢cdo aguda aos vapores de CAP (conc. 61 mg/dm?), produziu-
se secura, rinorréia e producdo de secrecdo em trato respiratorio superior
(HOHENSEE, 1951). Voluntarios também apresentaram queimagcao no nariz e
garganta quando expostos a particulas em suspensdo ou ao vapor de CAP em
concentracgdes iguais a 66 mg/dm3 (FERGUSON e WHEELER, 1973). Irritagéo, tosse,
sensibilizacdo do sistema respiratorio e broncoespasmo foram observados em
trabalhadores expostos a particulas de CAP em suspensao ou vapor (SITTIG, 1985;
USCG, 1996; UNEP, 1985).

Efeitos neuroldgicos e hematoldgicos agudos como crise convulsiva, febre e

leucocitose foram relatados num trabalhador da industria de nylon exposto durante trés
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dias a CAP (TUMA et al, 1981). Estudos em ratos apontam para efeitos similares
aqueles relatados em humanos. KERR et al. (1976) relataram convulsées em ratos
expostos a doses superiores a 600 mg/kg de CAP por via intraperitoneal,
ocasionada pelo antagonismo do acido y-aminobutirico (GABA), mediador quimico
em sinapses inibitorias do sistema nervoso central.

Os possiveis efeitos clinicos associados a exposi¢édo crénica a CAP podem ser
visualizados na Tabela 11. Existe um nimero razoavel de estudos que tratam dos efeitos
da inalacdo de vapor/poeira de CAP em humanos. No entanto, sdo confusos, pois a
maioria sdo co-exposicdes, ou seja, de exposicdo a multiplos compostos como nos
trabalhos de Martynova et al. (1972) e Nadezhdina e Talakina (1971). As numerosas
deficiéncias nos relatos, na apresentacdo dos dados e métodos, no nimero reduzido da
amostra (BILLMAIER et al., 1992), na auséncia de informacdes como duracdo de
exposicao (LIU et al., 1988) e niveis de exposicdo (NADEZHDINA, TALAKINA, 1971),
além de fatores ndo considerados como estilos de vida dos trabalhadores impedem sua
utilizagdo em avaliagdes mais consistentes. A EPA, inclusive, considera os estudos
inadequados para o estabelecimento de uma concentracao de referéncia para exposicéo

crbnica por via inalatoria.
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Tabela 11 - Estudos de exposi¢do por via inalatéria a CAP em hu  manos

Periodo de exposicéo Org&os/Sistemas Efeitos clinic  os relatados Referéncia

Crbnica Geniturinario/Reprodutivo Disturbios em funcdes ovarianas NADEZHDINA € TALAKINA, 1971
e menstruais em 170 gestantes
expostas a CAP (37,1% versus
12,8% do controle com 101
gestantes) Os niveis ndo foram
disponibilizados.

Crbnica Geniturinario Dismenorréia em 300 MARTYNOVA et al., 1972
trabalhadoras e aumento de
toxicose, parto prematuro e
hemorragias p6s-natal em 136
trabalhadoras envolvidas na
producéo de caprona (uma
espécie de fibra téxtil que utiliza
nylon 6 para sua producéo). Em
ambos os casos, a concentracao
de CAP excedeu em nove vezes
o limite russo de 10 mg/m?®
durante nove anos.

Crbnica Geniturinario/Reprodutivo Disfun¢des no ciclo menstrual MARTYNOVA et al.,1972
(48,2%) em 300 trabalhadoras de
industria da CAP; e complicacdes
na gestacao e no parto em 33,8%
das gestantes das expostas a
CAP contra 18,1% de gestantes
controle.
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Tabela 11 (cont.) - Estudos de exposi¢do por viain _ alatéria a CAP em humanos

Periodo de exposicéo Orgaos/Sistemas Efeitos clinic  os relatados Referéncia
Crbnica Geniturinario/Reprodutivo Doencas inflamatorias do Utero e
anexos foram mais prevalentes PETROV, 1975

em 492 trabalhadoras expostas a
niveis inferiores a 10 mg/m?® de
CAP e bifenil em relacéo a
populagéo controle (8,9% contra
1,08%).

N&o definida Geniturinario/Reprodutivo Menstruacao irregular foi Liu et al., 1988
significativamente maior que nos
controles pareados (34,3% contra
25%) em coorte de 304
trabalhadoras expostas a niveis
inferiores a 10 mg/m?® de CAP.

Crbnica Geniturinario/Reprodutivo Num coorte de 616 trabalhadoras ANGELOV, 1988
expostas a varios compostos,
incluindo CAP em concentracfes
inferiores a 10 mg/m?® ,a
incidéncia de mioma uterino (um
tumor de tecido muscular) foi 2 a
3 vezes superior ao do grupo
controle de 182 mulheres.

Crbnica Nariz e Garganta Alteraces distroficas das UNEP, 1985
mucosas nasal e da garganta,
além de rinorréia e ressecamento
da mucosa nasal.
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Tabela 11 (cont.) - Estudos de exposicao por via inalatéria a CAP em hu  manos

Periodo de exposicéo Org&os/Sistemas Efeitos clinic  os relatados Referéncia

Crbnica Respiratorio Avaliacdo da funcao respiratéria PATEL, 1990
(espirometria) em 173
trabalhadores da industria da
CAP. Nenhuma diferenca entre o
grupo exposto e o controle.

Crbnica Respiratorio N&ao houve diferenca significativa BILLMAIER et al., 1992
para testes de funcéo pulmonar
em 39 trabalhadores de duas
plantas, com exposi¢cdo minima
de dez anos a concentracdes de
CAP no ar de cerca de 3,7 mg/m
em uma planta e de 4,5e 9,9
mg/m? de CAP, em outra planta.

3

Crbnica Respiratorio Elevacao da incidéncia de asma EUA, 2005
e bronquite em grupo de
trabalhadores expostos.

Crbnica Cardiovascular Desconforto no peito e EUA, 2005
palpitacdes com maior tendéncia
a desenvolver taquicardia e
hipotensdo média. Alteragcées no
ECG: bradicardia sinusal,
disritmia sinusal, oscilacdo da
onda P e prolongacéo do
intervalo PR.
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Um outro estudo que apresenta varias deficiéncias foi o desenvolvido por Ferguson
e Wheeler (1973) que realizaram uma retrospectiva de exposi¢cdes ocupacionais de
155 trabalhadores de duas plantas de producdo de CAP, alguns com 17 anos de
exposicao, e outro de 5 trabalhadores voluntarios expostos momentaneamente a
CAP. Nesse Ultimo caso, a irritacdo de olhos, nariz e garganta foi transitoria,
cessando os efeitos apds o término da exposicdo. Tais efeitos foram observados em
concentracdes de 100 ppm, reduzindo sua magnitude em concentracdes inferiores a
25 ppm. Os autores sugerem que o desconforto percebido foi maior em
trabalhadores de plantas do polimero do que nas industrias do mondémero, apesar
da ndo mensuragdo do grau de desconforto apresentado pelos individuos. Sugeriu-
se que a maior umidade na indastria do mondmero protegeria os individuos de
efeitos irritantes da CAP por promover a hidratacdo dos tecidos e depuracéo
biologica. Na parte ocupacional do estudo, ndo foram declaradas as duracdes
médias de exposi¢cdo, 0 numero exato de expostos em cada planta, os dados
histéricos individuais e os niveis de CAP no ar, sendo todas as exposi¢coes
determinadas por area e ndo por amostras aleatorias. A partir dessas constatacoes,
nao foi possivel considerar o referido estudo como de duracdo cronica uma vez que
nao foram definidas a populagéo de trabalhadores e a duragdo média da exposicao.
Os limites de exposicdo ocupacional a CAP recomendados por instituicdes
norte americanas de regulacdo, seguranca e medicina do trabalho, como a American
Conference of Governmental Industrial Hygienists (ACGIH) e National Institute of
Occupational Safety and Health (NIOSH), séo, respectivamente, 5 mg/m3 e 1 mg/m3
para vapor e poeira. Reinhold et al. (1998) consideram apropriado, nessas

circunstancias (vapor/poeira), um limite de exposicdo a CAP igual a 23 mg/m3.

4.3.3. Efeitos em animais
4.3.3.1. Exposicao cutanea e ocular

Os estudos em animais confirmam alguns efeitos descritos em humanos.
Numa revisao de trabalhos russos organizada pelo Programa Ambiental das Nacdes
Unidas (UNEP, 1985) concluiu-se que a CAP pode ocasionar irritagcdo ocular e
queimaduras na cornea em coelhos e sensibilizacdo ou dermatite em cobaias. A
irritacdo ocular ocorre a partir de concentracdes de 10% de CAP, sendo que as
concentracdes entre 25 e 50 % de CAP causam gueimaduras na cornea.

Trabalho citado pela Organizacdo para Cooperacdo EconOmica e
Desenvolvimento (OECD, 2001) contraria os resultados acima. A CAP nao foi
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considerada sensibilizante em cobaias no teste de maximizacdo (75% CAP em
agua) e no teste modificado de Buehler (25% de CAP em &agua) realizado de acordo
com as diretrizes estabelecidas pelo Protocolo 870.2600 (EPA, 1998).

4.3.3.1. Exposic¢ao por via inalatoria:

A realizagdo de estudos toxicoldgicos pela inalacdo de vapores de CAP torna-
se quase impraticavel devido a sua pressao de vapor extremamente baixa (0,13 Pa
a 20°C). Assim, historicamente, os estudos da CAP em animais decorrem,
principalmente, da administracéo por via oral. No entanto, ha relatos sobre possiveis
efeitos nos sistemas respiratério, cardiovascular, geniturinario, hematolégico e
hepético decorrentes da exposicdo inalatéria. ApOs exposicdo aguda por via
inalatoria, animais apresentaram hipotensdo, hipertensdo, hipoventilacdo
(camundongos), hepatotoxicidade, lesdes renais e danos sobre a espermatogénese
(ACGIH, 1991; EUA, 2005; IARC, 1986; UNEP, 1985). Krichevskaya (1968)
constatou também alteracdes na colinesterase sanguinea em ratos machos albinos
(15/grupo) expostos durante 82 dias, a uma concentracdo maxima de vapor de CAP
igual a 6,0 mg/m®. O significado desses resultados ndo esta claro e poucas
informacdes estdo disponiveis, como o periodo de exposicdo diario (EPA, 2008).
N&ao foram observadas alteragBes anatomo-patoldgicas ou evidéncias de mobilidade
anormal em cobaias expostas a concentracdes de CAP de 51 mg/m?3 durante 26 a
30 dias, porém observou-se leve irritacdo em mucosa nasal (HOHENSEE, 1951).
Reinhold et al. (1998) avaliaram os efeitos de CAP em ratos Sprague-Dawley
expostos, durante 91 dias, a 24, 70 e 243 mg/m? (10 ratos/sexo). A queratinizacéo
da laringe foi observada na maior concentracdo estudada. Reinhold et al. (1998)
estabeleceram em ratos um nivel de dose onde n&o é observado efeito adverso
(NOAEL) de 70 mg/m3 para sistema respiratério superior e 243 mg/m3 para
toxicidade sistémica, neurotoxicidade e sistema respiratorio inferior.

Em contrapartida, alguns trabalhos relatam a inexisténcia de quaisquer
agravos as espécies testadas. Em estudo subagudo, cobaias foram expostas por 30
min durante 5 dias consecutivos a atmosfera e aerossois de CAP em concentragfes
de 3, 10 e 30 mg/m?, sendo monitoradas por pletismografia quanto a ocorréncia de
irritacéo, tosse, hipersensibilidade pulmonar e hipereatividade. Nenhum efeito foi
observado (ALARIE e STOCK, 1990). No mesmo sentido, Lomonova (1966) nao
identificou qualquer efeito relacionado a exposicao cronica de ratos albinos a CAP
em concentragbes de 10 mg/m®, quanto ao peso corpéreo, a0 comportamento e a
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ocorréncia de alteracdes clinicas e anatomo-patologicas. Goldblatt et al. (1954)
constataram a inexisténcia de efeitos adversos em cobaias expostas, durante 7 dias,
a CAP em concentracdes de 118 a 261 mg/m3.

4.3.4. Genotoxicidade
4.3.4.1. Mutagenicidade em Salmonella typhimurium e células de mamifero in
vitro
Nas Tabelas 12 e 13 sdo apresentados os estudos referentes a mutagenicidade in
vitro da CAP, respectivamente, em cepas de Salmonella typhimurium (teste de Ames) e
em células de mamifero e a respectiva avaliacdo tendo por base as diretrizes
estabelecidas pela Organization for Economic Cooperation and Development (OECD)

para testes de substancias quimicas.

Tabela 12 - Estudos de mutagenicidade da CAP em  Salmonella typhimurium
(Teste de Ames)

Cepas A“Va‘%"’?o Método Concentracao Resultado Referéncia
metabdlica (Mg/placa)
TA97; -S9/+S9 Padrédo 32-1000 Negativo Baker e,
TA98; Aroclor 1254 Bonin, 19852
TA100;
TA102
TA98; -S9/+S9 Padréo 50-5000 Negativo Rexroat e
TA100; Aroclor 1254 Probst, 19852
TA1535;
TA1537;
TA1538
TA97; -S9/+S9 Pré- 100-10000 Negativo Zeiger e
TA98; Aroclor 1254 incubacao Haworth,
TA100; 19852
TA1535
TA102 +S9 Padrédo 1-5000 Negativo Jung, et. al.,
Aroclor 1254 1992;
Mueller, et.
al., 1993%

Nota:(a) Dados obtidos do Sistema de Informacdo e Pesquisa em Carcinogénese Quimica, base de dados da
Livraria Nacional do Sistema TOXNET de Medicina (http://toxnet.nlm.nih.gov)

O teste de mutagdo reversa de Ames emprega linhagens de Salmonella
typhimurium auxotroficas para histidina (his-), apresentando muta¢cdes no operon

desse aminoacido o que néo as torna capaz de crescer em meio de cultura minimo,
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sem histidina. Tais linhagens foram construidas para detectar mutacées no operon
histidina, do tipo deslocamente do quadro de leitura (TA98, TA1537 ou TA97 e
TA1538), de substituicdo de pares de base (TA1535) e de ambos os tipos (TA100).
A TA102 detecta mutagenos intercalantes. O ensaio baseia-se na capacidade das
células bacterianas de reverterem mutacfes e restabelecer a funcionalidade de
sintese de histidina. A CAP apresentou resultados negativos em todas as linhagens
testadas, pelos métodos padréo e de pré-incubagdo, na auséncia e presenca de
ativacdo metabdlica (mistura S9) estando de acordo com as diretrizes estabelecidas
pelo Protocolo 471 (OECD, 1997). Apesar da concentracdo maxima de 5000
ug/placa de CAP néao ter sido testada (BAKER e BONIN, 1985) pelo método padrao,
concentracdo de até 10000 pg/placa de CAP através da pré-incubacao foi testada
apresentando resultados negativos (ZEIGER e HAWORTH,1985).

A Tabela 13 mostra os resultados dos ensaios de mutagenicidade/genotoxicidade
in vitro da CAP em células V79, CHO, L5178Y, linfocitos humanos e em hepatocitos de
ratos para deteccdo de mutacOes génicas e cromossOmicas, bem como de trocas

reciprocas de DNA entre cromatides irmas e de sintese de DNA nao programada (UDS).

Tabela 13 - Estudos de mutagenicidade da CAP em cél ulas de mamifero in vitro
Ensaio Células Atlvaga_o Concentragdo Resultado Referéncia
metabdlica
Mutacao L5178Y -S9/+S9 1130- Negativo AMACHER €
génica/TK Aroclor 1254 11320pg/mL TURNER,
19852
Mutacéo V79 -S9 1-1000 pg/mL  Negativo KURODA, et.
génica/ al., 19852
HPRT/6Tg
Mutacao V79 +S9 32-1000 Negativo KURODA, et.
génica/ (fenobarbital e Mg/mL al., 19852
HPRT/6Tg benzoflavona)
Mutacao V79 -S9 1000-4000 Negativo Foxe
génica/ pg/mL DEeLoOw,
HPRT/6Tg 19852
Mutacao V79 +S9 300-3000 Negativo Fox e
génica/ (fenobarbitale  pg/mL DEeLoOw,
HPRT/6Tg B-naftoflavona) 19852
UDS/PH-TdR Hepatocitos  -S9 0,001- 10mM Negativo GLAUERT, et.
de ratos al., 19852
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Tabela 13 (cont.) - Estudos de mutagenicidade da CA P em células de mamifero

in vitro
Ensaio Células Atlva(;a_\o Concentragao Resultado Referéncia
metabolica
Mutacao CHO -CEH/+CEH 1000- Negativo ZDZIENICKA e
génica/ 2000ug/mL SIMMONS,
| HPRT/6Tg 19852
Mutacao CHO -CEH/+CEH 1000- Negativo ZDZIENICKA e
génica/ 2000upg/mL SIMMONS, 19
HPRT/ 852
| Ouabaina
Mutacdo V79 +CEH 0,1-1mM Negativo KUROKI e
génica/ MUNAKATA,
HPRT/ 19852
| Ouabaina
Mutacao V79 +S15 0,1-1ImM Negativo KUROKI e
génica/ (fenobarbital e MUNAKATA,
HPRT/ benzoflavona) 19852
| Ouabaina
Mutacdo L5178Y -S9/+S9 500-10000 Negativo OBERLY et.
génica/TK Aroclor 1254 Mg/mL al., 19852
Aberragao Linfécitos -S9/+S9 2500-10000 7500 pg/mL: KRISTIANSEN
cromossdmica humanos Aroclor 1254 pMg/mL Positivo e SCoTT,
19892
Aberragao Linfécitos -S9/+S9 550-5500 5500 pg/mL: SHELDON,
cromossbmica humanos Aroclor 1254 pg/mL Positivo 19892
Aberracéo Linfécitos +S9 25-400 mM 200 mM: NORPPA €
cromossOmica humanos Aroclor 1254 Positivo JARVENTAUS,
19892
Aberracéo Linfécitos -S9 12,5-100 mM 50 mM: NORPPA €
cromossdmica humanos Positivo JARVENTAUS,
19892
| Troca entre CHO -S9/+S9 15,6-250 mM 125 mM(+S9): NORPPA e
crométides- Aroclor 1254 Positivo JARVENTAUS,
iIrmas -S9: Negativo 19892

| Nota: (a)Dados obtidos do Sistema de Informag&o_de Pesquisa em Carcinogénese Quimica, base de dados da

Livraria Nacional do Sistema TOXNET de Medicina (http://toxnet.nlm.nih.gov); UDS: Sintese de DNA nao

programada; CEH: Células embrionarias de hamster; TK: Timidina quinase; HPRT: Hipoxantina-guanina

fosforibosil transferase; 6Tg: 6-Tioguanina;3H-Tdr: Timidina tritiada; L5178Y: Células de linfoma de camundongo;

CHO: Células de ovario de hamster chinés; V79: Células de pulméo de hamster chinés.

A CAP foi negativa nos ensaios UDS (Protocolo 482, OECD, 1986), CHO e
V79/HPRT e L5178Y/TK mesmo quando testada em concentragbes acima
(AMACHER e TURNER, 1985; OBERLY et al.,, 1985) da concentracdo limite
recomendada de 5000 pg/mL (Protocolo 476, OECD, 1997), na auséncia e na
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presenca de diferentes sistemas de ativacdo metabdlica (S9 de figado de rato
induzido por Aroclor 1254 e fenorbabital/B-naftoflavona e CEH). Quanto aos ensaios
de aberracbes cromossdmicas em linfocitos humanos e de trocas entre crométides
irmas em células CHO, a CAP somente causou resultados positivos nao relevantes
em concentracfes acima da recomendada de 5000 pg/mL ou 10 mM (Protocolos
473, OECD, 1997; 479, OECD, 1986). A maioria desses resultados parece estar
associada a erros técnicos aleatorios, pois os efeitos sdo geralmente fracos e néo
reprodutiveis no mesmo ou entre laboratorios utilizando o mesmo sistema teste
(ASHBY e SHELBY, 1989).

4.3.4.2. Genotoxicidade in vivo

Nessa sec¢ao, sdo apresentados os estudos referentes a genotoxicidade in
vivo da CAP (Tabela 14) e a respectiva avaliacdo tendo por base as diretrizes
estabelecidas pelos Protocolos 477, OECD, 1984; 484, OECD, 1986; 474, 475, 483
e 486, OECD, 1997. Em caso de inexisténcia de diretrizes da OECD para 0s ensaios
de interesse, as diretivas da EPA foram utilizadas como referéncia alternativa.

Os testes conduzidos por Vogel (1989) em Drosophila melanogaster
empregando duas metodologias: SMART (teste de recombinagdo e de mutacéo
somatica) e SLRL ou teste recessivo letal ligado ao sexo (Protocolo 477, OECD,
1984) mostraram que a CAP induziu respectivamente, mutacdes em células
somaticas e alteracbes nos estagios iniciais das ceélulas germinais, porém nao
causou mutacdes nas células germinais do inseto. Quando comparado ao SMART,
0 ensaio SLRL, tem uma maior relevancia, pois permite a detec¢cdo de mutacdes
recessivas letais em cerca de 880 diferentes locus no cromossomo X o0 que
representa aproximadamente 80 % de todo cromosomo X, que, por sua vez,
corresponde a cerca de 1/5 do genoma total do inseto. Tanto a OECD quanto a
EPA né&o disponibilizam diretrizes para o teste SMART.

No ensaio de micronucleo em células de medula 6ssea, a CAP, quando
administrada pelas vias oral (SHELDON, 1989) e intraperitoneal (ISHIDATE e
ODAGIRI, 1989) a duas diferentes cepas de camundongos nao induziu dano
cromossOmico e ao aparelho mitético do eritroblasto. Baseado no Protocolo 474
(OECD, 1997), o numero recomendado de células policromaticas micronucleadas a
ser analisado é de, no minimo, 2000 células, sendo os resultados negativos obtidos
por Sheldon (1989) em ambos os sexos mais consistentes do que os obtidos por
Ishidate e Odagiri (1989).
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A CAP, por via intraperitoneal, ndo induziu trocas entre cromatides irmas e
aberrac6es cromossdmicas em células de medula éssea de camundongos machos
B6C3F1 (MCFEE e LOWE, 1989) estando em termos gerais de acordo com as
diretrizes estabelecidas pela OECD (Protocolo 475, 1997). A OECD néo disponibiliza
diretrizes para o ensaio in vivo de trocas entre cromatides irmas, porém de acordo
com as recomendacgOes da EPA (Protocolo OPPTS 870.5915, 1996) a restricdo
encontra-se na utilizacdo de apenas um sexo e no numero de animais inferior ao
sugerido (5 animais/grupo). Apesar da diretiva ser flexivel e admitir tal delineamento
em caso de justificativa, o artigo ndo a apresentou. Dessa forma, o trabalho estd em
desacordo com o recomendado.

O Protocolo 486 (OECD, 1997) recomenda que os testes UDS in vivo em
células hepaticas, principalmente de ratos, sejam realizados em ambos 0S sexos,
com 3 animais por grupo e com pelo menos 2 niveis de dose administradas
preferencialmente por via oral. Salienta-se que a utilizagdo de ambos os sexos pode
ser ignorada se houver dados disponiveis que comprovem a equivaléncia de efeito
entre 0s sexos para as espécies e vias de exposicdo a serem estudadas. O estudo
desenvolvido por Working (1989) utilizou espermatocitos, ao invés de hepatdécitos de
ratos. N&o ha guias na OECD ou EPA para ensaios UDS em células diferentes de
hepatécitos. Em contraposi¢cdo ao sugerido pela OECD, Bermudez et al. (1989)
avaliaram somente uma dose de CAP por via oral (750 mg/kg). Ja Parodi et al.
(1989), confirmaram os resultados negativos quanto a genotoxicidade da CAP em
hepatdcitos de ratos obtidos por Bermudez et al. (1989). Parodi et al.(1989)
analisaram a fragmentacdo do DNA em hepatdcitos de ratos e camundongos, apos
administracdo via intraperitoneal de dose unica de CAP (580 mg/kg), por trés
diferentes métodos. Os ensaios realizados pelo método viscosimétrico e
fluororimétrico (considerados pelos autores mais consistentes) apresentaram
resultados negativos. Somente os resultados obtidos a partir da eluicao alcalina
mostraram que a CAP pode ocasionar alteracfes na conformacédo da dupla hélice do
DNA, néo relacionadas a qualquer dano no mesmo (PARODI et al., 1989). A OECD
e a EPA néo disponibilizam guias para o ensaio de medida de fragmentagdao de DNA
mencionado acima.

A OECD (Protocolo 484, 1986) recomenda que o spot test em camundongos
para a deteccdo in vivo de mutacbes soméaticas em células fetais seja realizado,
empregando-se pelo menos, dois niveis de dose de até 1000 mg/kg para

substancias relativamente ndo téxicas. Caso ndo seja possivel, a maior dose
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praticavel deve ser utilizada. Sob esta otica, os resultados de Fahrig (1989); Fahrig e
Klauss (1989) séo relevantes, pois estdo de acordo com o protocolo disponibilizado
pela OECD.

Friedman e Salerno (1980) avaliaram em ratos F344 os efeitos decorrentes da
administracao por via oral de dose uUnica de CAP (1500 mg/kg) sobre o metabolismo
de aminoécidos, através da determinacdo das atividades enziméticas da tirosina
aminotransferase (TAT) e da triptofano-oxigenase (TFO). A estrutura da CAP sugere
que a partir de sua hidrélise in vivo se forme o acido e-aminocaproéico. E esperado que
essa substancia modifique as vias metabdlicas normais, pois o0 aumento de
amino&cidos nao-essenciais e de amin