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RESUMO

O presente trabalho apresenta o desenvolvimento e a validagéo intralaboratorial de
um método para o controle sanitario de materiais plasticos com acao antimicrobiana,
pela adicdo de prata, avaliando a concentracdo de prata total nos polimeros e a
migracdo de nanoparticulas de prata dos materiais para alimentos em contato.
Foram analisados cinco materiais com funcdo antimicrobiana, pela adicao de prata.
O teste de migracao foi realizado por meio do contato de 1 dm? do material plastico
com 50 mL de simulante alimentar, por 10 dias a 20 °C para amostras destinadas ao
contato com leite e 10 dias a 40 °C para os demais materiais. As concentracées de
migracdo e os tamanhos médios de particulas de prata foram determinados por
espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado, executado no modo
de deteccao individual (spICP-MS). O método foi validado intralaboratorialmente e
considerado adequado ao proposito. Adicionalmente, foi realizada a caracterizacéao
da prata presente no material plastico, quanto ao tamanho da particula e forma, por
microscopia eletronica de varredura (MEV) com identificagdo por espectroscopia por
energia dispersiva de raios-X (EDS). As amostras analisadas apresentaram
concentragdes de prata total entre ndo detectavel (< 44 ng kg™') e 473 ng kg do
simulante. Todas as amostras apresentaram migracao de nanoparticulas de prata,
sendo as concentragcdes encontradas entre 0,00433 e 1,35 ng kg'. O estudo de
migracao indicou a presenca de nanoparticulas de prata em todos os simulantes
alimentares, com tamanhos entre 26 e 95 nm. Todas as amostras foram
consideradas insatisfatérias em relacdo as legislacées brasileira e europeia. O
tamanho médio das particulas determinados para o simulante acido acético 3 % foi
superior ao apresentado, para a mesma amostra, para a agua desionizada, que foi
superior ao apresentado para o etanol 95 %, com médias de 82 nm, 52 nm e 29 nm
respectivamente. Nas imagens obtidas por MEV com EDS, foi possivel observar a
presenca de nanoparticulas de prata esféricas, entre 17 e 80 nm. O ensaio por
spICP-MS apresentou incertezas de medicao expandidas, entre 8,7 e 11,6 % para a
concentracao de particulas, entre 4,2 e 8,8 % para o tamanho da particula e entre 16
e 21 % para a concentracao de prata dissolvida, crescendo para entre 62 a 71 %,
para concentragdes préximas ao limite de detecgao.

Palavras-chave: Nanotecnologia. Nanoparticulas de prata. Migracdo. Embalagens

ativas antimicrobianas. Alimentos.



ABSTRACT

The present work presents the development and intra-laboratory validation of a
method for the sanitary control of plastic materials with antimicrobial action, by
adding silver, evaluating the concentration of total silver in the polymers and the
migration of silver nanoparticles from the materials in contact with food. Five
materials with antimicrobial function, by adding silver, were analyzed. The migration
test was carried out by contacting 1 dm? of the plastic material with 50 mL of food
simulant, for 10 days at 20 °C for samples destined for contact with milk and 10 days
at 40 °C for the other materials. Migration concentrations and average silver particle
sizes were determined by mass spectrometry with inductively coupled plasma,
performed in single particle mode (spICP-MS). The method was validated in-house
and considered adequate for the purpose. Additionally, the characterization of the
silver present in the plastic material, in terms of particle size and shape, was
performed by scanning electron microscopy (SEM) with identification by Energy-
dispersive X-ray spectroscopy (EDX). The analyzed samples showed total silver
concentrations between undetectable (<44 ng kg™') and 473 ng kg™ of the simulant.
All samples showed migration of silver nanoparticles, with concentrations found
between 0.00433 and 1.35 ng kg™'. The migration study indicated the presence of
silver nanoparticles in all food simulants, with sizes between 26 and 95 nm. All
samples were considered unsatisfactory in relation to Brazilian and European
legislation. The average particle size determined for the 3% acetic acid simulant was
higher than that presented, for the same sample, for deionized water, which was
larger than that presented for 95% ethanol, with averages of 82 nm, 52 nm and 29
nm respectively. In the images obtained by SEM with EDX, it was possible to observe
the presence of spherical silver nanoparticles, between 17 and 80 nm. The splCP-
MS assay showed expanded measurement uncertainties, between 8.7 and 11.6% for
the particle concentration, between 4.2 and 8.8% for the particle size and between 16
and 21% for the concentration of dissolved silver, growing to between 62 and 71%,
for concentrations close to the detection limit.

Keywords: Nanotechnology. Silver nanoparticles. Migration. Active antimicrobial
packaging. Foods.
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1 INTRODUCAO
1.1 Vigilancia sanitaria e seguranca alimentar

Entende-se por Vigilancia Sanitdria um conjunto de acdes capazes de
eliminar, diminuir ou prevenir riscos a saude e de intervir nos problemas sanitarios
decorrentes do meio ambiente, da producao e da circulacdo de bens e da prestacao
de servicos de interesse da salde (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2002). Segundo a Constituicio brasileira de 1988 a Saude é direito de
todos e dever do Estado, devendo ser garantida por politicas sociais e econémicas,
reduzindo o risco de doenca e promovendo acesso universal e igualitario as acoes e
servicos para promogcao, protecao e recuperacao da saude (BRASIL, 1988).

A prética regulatéria de alimentos no Brasil foi instituida pelo Decreto n® 68 de
1889 disciplinando a policia sanitaria, com a subsequente definicdo do seu conjunto
de atribuigcdes, incluindo a fiscalizacao da alimentacao publica, consumo e fabrico de
bebidas (FIGUEIREDO; RECINE; MONTEIRO, 2017).

O conceito de Seguranca Alimentar, iniciado no fim da Primeira Guerra,
quando se tornou claro que a segurancga nacional de um pais dependia da producao
e estoque de alimentos, ainda estd em construcao (CAMPOS; OLIVEIRA;
VENDRAMINE, 2014), e esta diretamente relacionado a qualidade dos alimentos
(BARROS, 2010). Para fins de politicas publicas, dentro de um contexto de
promocao a saude e vigilancia sanitaria, o conceito de seguranca alimentar tem foco
na ideia de “alimento seguro”, dando énfase aos sistemas de qualidade e de boas
praticas de fabricacdo. Outros pontos a serem destacados sao a analise de perigos
e pontos criticos de controle (CAMPOS; OLIVEIRA; VENDRAMINI, 2014). Dentre os
fatores relacionados a qualidade dos alimentos, estdo os de natureza fisica, quimica
e bioldgica, que atuam no alimento durante o periodo de tempo compreendido entre
a sua producao até o seu consumo (BARROS, 2010).

Um dos maiores problemas relacionados a seguranca alimentar é a
dificuldade de identificacao de responsabilidades na quebra da inocuidade alimentar.
Desde a fabricacao do alimento, este é manipulado por diversas partes durante a
cadeia de fornecimento, podendo haver negligéncia, nos seus cuidados, por parte do
fabricante, revendedores ou mesmo consumidores (CAMPOS; OLIVEIRA;
VENDRAMINI, 2014). Assim, o controle da qualidade e da inocuidade dos alimentos
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deve ser realizado durante toda a cadeia alimentar, desde a sua produgédo até o
consumo do alimento, in natura ou processado (JACOB, 2014).

1.2 Embalagens para alimentos

O desenvolvimento da tecnologia ampliou a variabilidade de materiais com
caracteristicas adequadas para suprir a grande diversidade de demanda especifica,
que necessita de uma embalagem para cada determinado tipo de alimento. As
caracteristicas fisicas, quimicas e sensoriais dos alimentos sdo bastante variadas,
assim como as técnicas para acondiciona-los. Os materiais de embalagem
tradicionalmente usados no mercado sdo o vidro, o papel, 0 metal e o plastico
(ABRANTES, 1998). Todavia, nas ultimas décadas houve um expressivo
crescimento na industria de plasticos, favorecendo a producdo de embalagens
poliméricas (RISH, 1998; BARROS, 2010).

Do ponto de vista da Saude Publica, o aspecto mais relevante da embalagem
€ 0 de conservagao dos alimentos, protegendo-os contra agentes externos e da
manipulacdo inadequada. (BARROS, 2010). Outra funcdo de destaque das
embalagens € a de informar o consumidor sobre caracteristicas do produto
(GERMANO; GERMANO, 2001). Contudo, alimentos embalados incorretamente
podem deteriorar-se e se contaminar, bem como incorporar aos produtos elementos
nocivos a saude (BARROS, 2010). Através da adequacao da embalagem ao produto
€ possivel minimizar as alteracdes indesejaveis, aumentando a estabilidade do
alimento. Porém, em funcédo do tempo de contato entre o produto e a embalagem,
ainda assim, podem ocorrer interacdes entre o alimento e sua embalagem (CORSO,
2007).

As embalagens plasticas sdo as que mais interagem com os alimentos, tanto
diretamente, através da migracao de mondmeros e aditivos para o alimento, quanto
indiretamente, através de interacdes entre o alimento e o ambiente, permitidas pela
permeabilidade da embalagem (CORSO, 2007). Os plasticos utilizados em
embalagens sao constituidos de polimeros de elevado peso molecular, sendo
relativamente reduzidas as quantidades de residuos dos polimeros encontradas em
alimentos. Porém, para aplicabilidade dos plasticos, além dos polimeros, sao
adicionados aditivos ou outras substancias (SHEPHERD, 1982; UNIAO EUROPEIA,
2011), tais como substancias de baixo peso molecular que podem representar um
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risco em potencial a saude do homem (COULTATE, 2004). Assim, a possibilidade de
que ocorra contaminagdo do produto por constituintes da propria embalagem nao
pode ser negligenciada (MELO, 2007).

1.3 Nanotecnologia

O conceito de nanotecnologia foi introduzido por Richard Feynman em 1959,
em uma reuniao da Sociedade Americana de Fisica. Desde entdo, a nanotecnologia
tornou-se um campo multidisciplinar da ciéncia e da tecnologia aplicada. A
nanotecnologia € a capacidade de trabalhar em uma escala de cerca de 1-100 nm a
fim de compreender, criar, caracterizar e utilizar estruturas materiais, dispositivos e
sistemas com novas propriedades derivadas de suas nanoestruturas (AZEREDO,
2009).

Devido ao grande numero de diferentes definicbes referentes aos processos,
materiais, produtos e aplicagdes nanotecnoldgicas, existe a necessidade de
harmonizacao sobre as definicbes que se relacionam com o0s setores agricola e
alimenticio. A Organizacdo das Nacdes Unidas para Alimentagdo e Agricultura/
Organizacao Mundial da Saude (Food and Agriculture Organization of the United
Nations/World Health Organization - FAO/WHO), baseada em opinides da
Organizacao Internacional para Padronizacdo (International Organization for
Standardization — 1SO), Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos
(European Food Safety Authority — EFSA) e Comité Cientifico dos Riscos para a
Saude Emergentes e Recentemente Identificados (Scientific Committee on Emerging
and Newly Identified Health Risks - SCENIHR), adotou a seguinte terminologia
(FAO/WHO, 2010):

a) Nanoescala: Tamanho nas dimensdes aproximadas de 1-100 nm;

b) Nanomateriais: qualquer forma de material que possua pelo menos uma
dimensdo em nanoescala;

c) Nanoparticulas: entidades discretas que apresentam todas as trés
dimensdes em nanoescala.

d) Nanocompdsitos: materiais multifases em que a maior parte dos
componentes da fase dispersa tem uma ou mais dimensdes da ordem dos

nanémetros (100 nm ou menos).
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O crescente interesse em nanotecnologia levou ao aumento da producao e
aplicacdo de nanoparticulas em todo o mundo (KULTHONG et al, 2010). A
aplicacdo da nanotecnologia oferece importantes perspectivas para o
desenvolvimento de produtos e aplicacdes inovadoras. E esperado que o nimero de
produtos e os volumes de producdo envolvendo nanotecnologia irdo aumentar no
futuro. Devido as propriedades funcionais exclusivas das nanoparticulas, estes
materiais estdo sendo utilizados por muitas industrias, incluindo os setores agricola e
alimenticio. Embora a maior parte destes materiais ainda seja utilizada na industria,
um numero crescente de produtos de consumo contendo nanoparticulas ja pode ser
encontrado no mercado. Estes incluem eletrénicos, produtos de limpeza, tintas e
revestimentos, produtos esportivos e téxteis, cosméticos e produtos de cuidados
pessoais e produtos alimenticios (PETERS et al., 2014; CAPELEZZO et al., 2018;
NTIM et al., 2018).

No setor alimenticio, a nanotecnologia € utilizada em ingredientes
alimentares, aditivos, suplementos e embalagens de alimentos (LIN et al., 2011).
Contudo, a maior contribuicdo desta tecnologia esta relacionada as embalagens de
alimentos, sendo as aplicagdes nanotecnolégicas para o setor, previstas para
aumentar ao longo das préximas duas décadas (METAK; AJAAL, 2013). Os
nanomateriais utilizados pelo setor correspondem a um grupo de materiais,
geralmente polimeros ou biopolimeros, cuja utilizacdo estaria estritamente
relacionada ao fato de apresentar funcionalidades e caracteristicas que melhoram as
propriedades da embalagem em termos de barreira, resisténcia, elasticidade e
clareza ética. Além disso, os nanomateriais podem ser desenvolvidos de modo a
conferir a embalagem outras caracteristicas, tais como, propriedades
antimicrobianas, indicadores visuais da situacdo dos alimentos, meios de
identificacdo e autenticacdo, o que facilitaria seu rastreamento. Todos esses
aspectos implicariam, direta ou indiretamente, na eficiéncia da conservagdo dos
alimentos (SILVESTRE; DURACCIO; CIMMINO, 2011).

1.4 Embalagens ativas antimicrobianas
A tecnologia de embalagens de alimentos estd em constante evolucao, em

resposta a desafios crescentes da sociedade moderna. Neste contexto, um dos

maiores desafios do setor de embalagens diz respeito ao prolongamento da vida de
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prateleira dos alimentos (REALINI; MARCOS, 2014). Isso exige que tecnologias
apropriadas possam ser incorporadas em embalagens de alimentos
(VANDERROOST et al., 2014). A utilizacao de embalagens ativas de alimentos € um
bom exemplo de inovacdo que ultrapassa as fungdes tradicionais da embalagem,
onde o produto e a embalagem interagem para prolongar a vida de prateleira de
alimentos ou ainda para melhorar a sua seguranga ou suas propriedades sensoriais
(REALINI; MARCOS, 2014). A maioria dos estudos neste campo é direcionada a
embalagens ativas, desenvolvidas com agentes antimicrobianos (BARBOSA-
PEREIRA et al., 2014). A embalagem é fabricada a partir de nanocompositos
formados por incorporagdo de nanoparticulas de metal em filmes de polimero (LIN et
al., 2011). Os nanocompdsitos mais comuns utilizados como filmes antimicrobianos
para embalagens de alimentos sdo com base na prata, que é bem conhecida pela
sua forte toxicidade para uma vasta gama de microrganismos, com estabilidade a
alta temperatura e baixa volatilidade (AZEREDO, 2009; EFSA, 2014).

Nanoparticulas de prata sdo adicionadas aos materiais em varias formas, por
exemplo, como zedlitos de prata, incorporados ao material plastico. Os zedlitos sédo
cristais de alumino-silicatos com elementos da primeira e da segunda familia de
metais da tabela periddica, nos quais uma porcao dos ions do metal é substituida
em geral por ions prata, que sao liberados gradualmente no alimento (OLIVEIRA;
OLIVEIRA, 2004). A forma ibnica da prata exibe atividade bactericida pela inibicdo
de uma série de processos biolégicos de bactérias, principalmente, gram-negativas
(SONDI; SALOPEK-SONDI, 2004). A liberacdo sustentada de ions Ag*, pelas
nanoparticulas de prata, danifica a membrana celular microbiana, causando a
interrupcéao da fungédo de enzimas e grupos de acidos nucléicos nas proteinas e no
DNA bacteriano (MASOQD et al., 2019).

Diversos nanocompdsitos de nanoparticulas de prata tém sido relatados na
literatura (DUNCAN, 2011). O Projeto sobre Nanotecnologias Emergentes (Project
on Emerging Nanothecnologies — PEN) mantém um inventario com produtos
nanotecnoldgicos de consumo, introduzidos no mercado. No inventario sao listados
1833 nanomateriais, dentre os quais, 443 (24%) contém nanoparticulas de prata. O
inventario indica o uso de nanoparticulas de prata em 9 materiais plasticos
destinados ao contato com alimentos (PEN, 2013).

A prata possui uma longa histéria de aplicacdo como agente antimicrobiano

em aplicacbes alimentares. InUmeras sociedades antigas armazenavam vinho e
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agua em frascos de prata. Existem relatos historicos da utilizacdo de délares ou
colheres de prata no fundo de garrafas de leite e agua para prolongar a vida de
prateleira. E descrita ainda a utilizagdo da prata como revestimento de tanques de
agua em navios e avides para manter a agua potavel por longos periodos de tempo.
A prata foi utilizada como agente esterilizante para a agua na estagao espacial russa
MIR e em 6nibus espaciais da NASA (DUNCAN, 2011).

Embora zedlitos de prata tenham sido utilizados para a criacao de polimeros
antibacterianos por algum tempo, nanocompoésitos a base de nanoparticulas de
prata oferecem maior estabilidade e taxas de liberagdo de ions de prata, para
alimentos armazenados, mais lentamente, comparadas a forma elementar, o que é
importante para a atividade antimicrobiana sustentada (SONDI; SALOPEK-SONDI,
2004; DUNCAN, 2011).

Nas duas Uultimas décadas, foram conduzidas investigacbes sobre a
bioatividade das nanoparticulas de prata. Contudo, o0 mecanismo detalhado da sua
acdo como agente antimicrobiano permanece obscuro. E possivel que a interagdo
das nanoparticulas de prata com o oxigénio resulte em um aumento da atividade
antimicrobiana em comparacao ao 6xido de prata ou prata metalica (METAK, 2015).
Devido ao reduzido tamanho das particulas, a area de superficie total em solucao é
maximizada, resultando em um maior efeito (PANYALA; PENA-MENDEZ; HAVEL,
2008). Contudo, estas propriedades intrinsecas das nanoparticulas de prata também
as tornam potencialmente prejudiciais aos seres humanos (VAN DER ZANDE et al.,
2012). Os efeitos dos nanomateriais de prata parecem estar relacionados a liberacéao
dos ions de prata a partir destes materiais. Estudos também sugerem a formacao in
vivo de nanoparticulas de prata, a partir da absorcao de ions de prata (EFSA, 2014).

1.5 Efeitos toxicoldgicos das nanoparticulas de prata

A utilizacdo das nanoparticulas é capaz de revolucionar o setor de alimentos,
desde a producdo até o processamento, na embalagem, transporte e
armazenamento. Contudo, o aumento do uso de nanoparticulas de prata com acao
antimicrobiana levantou uma série de preocupagdes com a seguranca do
consumidor, contaminacdo ambiental, ética, politica e de regulacao (LIN et al.,
2011). No setor alimenticio, a preocupacao acerca da aplicacdo da nanotecnologia,
esta relacionada a ingestao de ingredientes e aditivos nanométricos através de
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alimentos e bebidas, podendo estes representar perigos para a saude do
consumidor (ECHEGOYEN; NERIN, 2013). Nanoparticulas de prata possuem o
maior potencial para a ingestao pela populacao, devido a sua crescente inclusdao em
suplementos alimentares e materiais de embalagem de alimentos (BERGIN;
WITZMANN, 2013). Em geral, acredita-se que os ions de prata sao liberados a partir
de nanomateriais de prata e absorvidos no trato gastrointestinal. Em diversos
estudos foi verificada a presenca da prata no sangue e sua distribuicdo e acumulo
em diversos 6rgaos, sendo o figado relatado como um 6rgao alvo para a toxicidade,
tal como indicado pelo efeito da prata em diversas enzimas hepaticas (KIM, et al.,
2010; VAN DER ZANDE et al., 2012; LEE et al., 2013, EFSA, 2014). Relatérios tém
indicado que nanoparticulas de prata sao téxicas para as células, e podem alterar a
funcdo normal das mitocéndrias, aumentar a permeabilidade da membrana, e gerar
espécies reativas de oxigénio (LIN et al, 2011). Apesar de o mecanismo de
toxicidade das nanoparticulas de prata ainda nao ser totalmente claro, parece estar
relacionado principalmente ao seu tamanho e caracteristicas fisico-quimicas. Assim,
nanoparticulas menores tém exibido maior potencial de penetrabilidade celular
(NOGUEIRA; PAINO; ZUCOLOTTO, 2013).

Segundo McShan, Ray e Yu (2014), nanoparticulas de prata sdo capazes de
penetrar a membrana celular e atuar como uma fonte de Ag* dentro da célula,
causando estresse oxidativo por meio da geracao de espécies reativas de oxigénio e
danos aos componentes celulares, incluindo danos ao DNA, ativagdo de enzimas
antioxidantes, deplecdo de moléculas antioxidantes, ligacdo e desativacdo de
proteinas e danos a membrana celular.

Em um estudo de toxicidade subcrénica por via oral de nanoparticulas de
prata (56 nm), com ratos F344 de ambos os sexos, foi observado um nivel de nao
observagao de efeito adverso (NOAEL) de 30 mg kg™ de peso corporal, por dia e a
menor dose na qual se observa efeito adverso (LOAEL) de 125 mg kg ' de peso
corporal. Alteracbdes significativas, dependentes da dose, foram encontradas em
niveis de fosfatase alcalina e colesterol para ratos machos e fémeas, indicando que
a exposicdo a doses superiores a 125 mg kg™ de peso corporal de nanoparticulas de
prata pode resultar em lesdo hepatica. Exames histopatolégicos revelaram uma
maior incidéncia de hiperplasia do duto biliar, com ou sem necrose, fibrose, e/ou
pigmentacdo, em animais expostos. Houve também uma acumulagdo de prata,

dependente da dose, em todos os tecidos examinados (KIM et al., 2010).



29

Walczak e colaboradores (2012), em estudo com nanoparticulas de prata (60
nm), realizado em modelo digestivo humano in vitro, concluiram que sob condicées
fisioldgicas, as nanoparticulas de prata podem chegar a parede intestinal em seu
tamanho e composicao inicial. Segundo os autores, durante a digestdo gastrica,
ocorre uma reducdo no numero de nanoparticulas de prata, resultado da
aglomeracao e interacdo entre as nanoparticulas e ions cloro, na presenca de
proteinas. Contudo, durante a digestao intestinal, as aglomeragcdes sao desfeitas,
ocorrendo um aumento do niumero de nanoparticulas de prata.

Hussain e colaboradores (2005) relataram em seus estudos toxicol6gicos in
vitro, desenvolvidos em células BRL3A de figado de ratos, que as nanoparticulas de
prata (15 e 100 nm) foram capazes de entrar nas células e acarretar dano as
mitocbndrias. Segundo os autores, ocorre diminuicdo significativa da fungao
mitocondrial em células expostas a nanoparticulas de prata em concentracées de 5-
50 ug mL™". Além disso, houve reducéo significativa dos niveis de GSH e aumento
nos niveis de ROS, sugerindo que a citotoxicidade da prata em células do figado é
provavelmente mediada por estresse oxidativo.

Liu e colaboradores (2010) realizaram estudo de citotoxicidade com
nanoparticulas de prata em trés tamanhos (5, 20 e 50 nm), utilizando as células
humanas A549 (adenocarcinoma alveolar), SGC-7901 (carcinoma gastrico), HepG2
(hepatocarcinoma) e MCF-7 (adenocarcinoma mamario). Segundo os autores, foi
observado efeito na morfologia celular e na membrana celular, induzidos por
particulas com 5 e 20 nm. Anadlise, por espectrometria de massa com plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS), realizada para detec¢cdo de prata nas células
mostrou que nanoparticulas menores possuem maior facilidade para entrar na célula
do que as maiores, podendo esta ser a causa dos efeitos toéxicos mais acentuados.

Gliga e colaboradores (2014) realizaram estudo de citotoxicidade com células
BEAS-2B (epitélio brdnquico humano), expostas a nanoparticulas de prata,
revestidas com citrato, em diferentes tamanhos de particula primaria (10, 40 e 75
nm) e nanoparticulas de prata com 50 nm sem revestimento e com 10 nm,
revestidas de polivinilpirrolidona (PVP). Assim como observado por Liu e
colaboradores (2010), os resultados dos testes sugerem claramente que a
citotoxicidade das nanoparticulas de prata é dependente do seu tamanho. Apenas
as particulas de 10 nm afetaram a viabilidade celular. Nao houve diferenca entre os
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efeitos citotdxicos, dependentes do revestimento, entre as particulas de 10 nm
revestidas com citrato e PVP.

1.6 Migracao

O principal risco de exposicdo dos consumidores as nanoparticulas
provenientes de embalagens de alimentos é provavelmente através da migracéo de
nanoparticulas para alimentos e bebidas (LIN et al., 2011, ECHEGOYEN; NERIN,
2013, KUORWEL et al., 2015). No entanto, o potencial de migracdo e o0s
mecanismos de difusdo de nanoparticulas provenientes de embalagem de alimentos
€ uma area da nanotecnologia que ainda nao recebeu a mesma atencao que areas
como nano-aerossois, nanofluidos e medicamentos (JOKAR; RAHMAN, 2014,
HANNON et al., 2015). Existe uma lacuna no que diz respeito ao conhecimento do
processo de migracao de nanoparticulas, ndo sendo conhecido se existe a migracao
de nanoparticulas como um todo, ou somente na forma de fons dissolvidos. E
necessario ainda haver um estudo anterior ao processo de quantificacdo para saber
se possiveis nanoparticulas observadas foram liberadas diretamente ou formadas a
partir de ions durante o tratamento pds-migracdo. Muitos estudos apresentam
somente uma quantidade total de migracao por analises da solucdo simulante.
Existe ainda a necessidade de uma caracterizagcdo completa dos materiais de teste,
envolvendo ndo somente as particulas provenientes do processo de migracdo, mas
também os polimeros de acolhimento em seu estado primitivo (NOONAN et al.,
2014). Diante disto, € necessario um maior aprofundamento sobre a migracdo de
nanoparticulas, com énfase ndo somente na quantificacdo, mas também na sua
caracterizagcdo, uma vez que, a seguranca alimentar, relacionada as aplicacdes
nanotecnoldgicas no setor de embalagens de alimentos, esta diretamente ligada a
natureza fisico-quimica das nanoparticulas migradas para o alimento em contato
com a embalagem (COCKBURN et al., 2012; ALDOSSARI et al., 2015).

A contaminacado de alimentos por migracdo de monémeros ou de aditivos é
assunto que compete a Vigilancia Sanitaria (CORSO, 2007). A Resolucdo da
Diretoria Colegiada (RDC) n® 91 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) de 11 de maio de 2001 estabelece que os componentes utilizados nos
materiais destinados a entrar em contato com alimentos devem estar incluidos nas

listas positivas e seu uso deve estar autorizado para a fabricacdo de materiais em
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contato com alimentos (BRASIL, 2001). A lista positiva de aditivos para materiais
plasticos destinados a elaboracao de embalagens e equipamentos em contato com
alimentos é estabelecida pela RDC n° 326 de 3 de dezembro de 2019, da ANVISA, e
nao inclui nanoparticulas de prata como um aditivo permitido (BRASIL, 2019).
Segundo o Regulamento n® 10/2011 de 14 de janeiro de 2011, da Unido Europeia
(EU), as substancias em nanoformas s6 podem ser utilizadas se tiverem sido
expressamente autorizadas e mencionadas no seu Anexo |, que trata da lista de
substancias autorizadas na UE. Contudo, nanoparticulas de prata nao sao incluidas
na lista (UNIAO EUROPEIA, 2011).

1.7 Ensaio de migracao

Os testes usualmente efetuados em embalagens para alimentos séao
denominados testes de migracdo, cuja finalidade € avaliar a quantidade de
substancias passiveis de migrar da embalagem para o alimento. O teste de
migracao simula, na medida do possivel, as condicoes a que a embalagem e o
alimento serdo submetidos, em funcgéo do tipo de alimento, tempo de contato e da
temperatura. Devido as dificuldades técnicas, e a complexidade quimica da maioria
dos alimentos, os testes s&o realizados utilizando-se solventes simulantes, ou
simulantes alimentares, que tentam reproduzir o pH, o teor de gordura dos alimentos
e sua eventual graduacao alcodlica (ABRANTES, 1998; GERMANO; GERMANO,
2001). Tais simulantes, sdo selecionados com base na sua capacidade extrativa,
com o objetivo de manter a mesma migracao de substancias ocasionada pelo
contato entre o material plastico e o alimento. Quando pertinente, sdo estabelecidos
fatores de correcdo, que ajustam a concentracdo de migracdo, determinada
experimentalmente no ensaio de migracdo com simulante alimentar, para que esta
esteja de acordo com a migracao que ocorreria quando em contato com o alimento.
O Quadro 1 apresenta os simulantes alimentares estabelecidos pela RDC n° 51 de
26 de novembro de 2010, da ANVISA, que dispbe sobre migracdo em materiais,
embalagens e equipamentos plasticos destinados a entrar em contato com alimentos
(BRASIL, 2010).
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Quadro 1- Simulantes alimentares estabelecidos pela RDC n® 51 de 26 de

novembro de 2010

Simulante de alimentos
Simulante A | 2quosos ndo acidos Agua destilada ou desionizada
(pH > 4,5)
Simulante de alimentos B o .
<cid Solucéo de acido acético a 3% (m/v)
i aquosos acidos ] _ o
Simulante B em agua destilada ou desionizada
(pH < 4,5)
Solugéo de etanol a 10 % (v/v) em
. _ agua destilada ou desionizada,
Simulante de alimentos 3 . ]
Simulante C . concentragdo que se ajustara ao
alcodlicos ]
conteudo real de etanol do produto no
caso deste superar 0s 10% (v/v)
. _ Solucgao de etanol a 95% (v/v) em agua
Simulante de alimentos . o _
Simulante D destilada ou desionizada, ou iso-
gordurosos
octano, ou MPPO
. _ Azeites/6leos comestiveis (azeite de
Simulante equivalente iva. 6leo de qi . 6leo de milho)
i ’ _ oliva, éleo de girassol, 6leo de milho
Simulante D ao simulante D _ o o
ou misturas sintéticas de triglicerideos

RDC: Resolugdo da Diretoria Colegiada, MPPO: Oxido de polifenileno modificado.
Fonte: (BRASIL, 2010).

A Resolucao estabelece condicbes para o desenvolvimento do ensaio de

migracdo em simulantes alimentares, sendo estes escolhidos com base nas

caracteristicas de cada alimento ou categoria de alimentos, relevante ao estudo, e

deve estar de acordo com o disposto no Quadro 2 (BRASIL, 2010).
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Quadro 2 - Selecdo de simulantes para cada tipo de alimento no ensaio de

migracao
Tipo de Alimento Simulante
Somente alimentos aquosos nao acidos A
Somente alimentos aquosos acidos B
Somente alimentos alcodlicos C
Somente alimentos gordurosos DouD’
Alimentos aquosos nao acidos e alcodlicos C
Alimentos aquosos acidos e alcodlicos BeC
Alimentos aquosos nao acidos contendo gorduras e AeDouD’
Oleos
Alimentos aquosos acidos contendo gorduras e 6leos BeDouD’
Alimentos aquosos nao acidos alcodlicos e gordurosos CeDouD
Alimentos aquosos acidos alcodlicos e gordurosos B,CeDouD’
Alimentos secos ndo gordurosos Nao é necessario
realizar o ensaio de
migragao
Alimentos secos gordurosos DouD’

Simulante A: Simulante de alimentos aquosos nao acidos (pH > 4,5); Simulante B: Simulante de
alimentos aquosos acidos (pH < 4,5); Simulante C: Simulante de alimentos alcodlicos; Simulante D:
Simulante de alimentos gordurosos; Simulante D’: Simulante equivalente ao simulante D.

Fonte: (BRASIL, 2010).

Para os leites integral, condensado, desnatado ou parcialmente desnatado, o
ensaio de migracao deve ser realizado com solucao de etanol a 50% (v/v), em agua
destilada ou desionizada, como simulante alimentar (BRASIL, 2010).

Em ensaios de migracdo, a amostra de material plastico € colocada em
contato com o solvente simulante nas condicdes de tempo e temperatura
correspondentes para que sejam reproduzidas as condigdes normais ou previsiveis
de elaboracao, fracionamento, armazenamento, comercializacdo e consumo do
alimento (BRASIL, 2010). O Quadro 3 apresenta as condigbes de tempo e
temperatura a serem selecionados para os simulantes alimentares A, B, Ce D’.
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Quadro 3 - Condicbes para o ensaio de migracdo com os simulantes alimentares A,

B,CeD

Condicoes de contato previsiveis mais

criticas

Condigdes de ensaio equivalentes
(para simulantes A, B, Ce D’.

Tempo de contato (1)
t <5 min

5 min <t <30 min
30min<t<1h
1h<t<2h
2h<t<4h
4h<t<24h
t>24h

Temperatura de contato (T)
T<5°C

5 C<T=<20°C

20°C<T=40°C
40°C <T<70°C
70°C<T=<100°C
100°C <T<121°C
121°C <T<130°C

Tempo de ensaio

(1)

30 min
1h
2h
4 h
24 h

10 dias

Temperatura de ensaio
5°C

20 °C
40 °C
70 °C
100 °C

121 °C (2)

130 °C (2)

Simulante A: Simulante de alimentos aquosos nao acidos (pH > 4,5); Simulante B: Simulante de
alimentos aquosos acidos (pH < 4,5); Simulante C: Simulante de alimentos alcodlicos; Simulante D:
Simulante de alimentos gordurosos; Simulante D’: Simulante equivalente ao simulante D.

Fonte: (BRASIL, 2010).

Naqueles casos em que as condicoes reais de contato do material plastico
com o alimento ndo estiverem adequadamente contempladas pelas condi¢cdes de
ensaio presentes no Quadro 3, poderdo ser usadas outras condicdes de contato

mais apropriadas. Nos casos em que sao selecionados os simulantes alimentares D,

sao utilizadas as condicoes descritas no Quadro 4, de acordo com as condi¢cdes

determinadas para os simulantes alimentares D’ (BRASIL, 2010).



35

Quadro 4 - Condigcdes para o ensaio de migracdo com o simulante de alimentos
gordurosos D

Condicoes de
Condicoes de tempo e temperatura com simulante D
tempo e
temperatura Solugao aquosa
para o Iso-octano de etanol a 95% MPPO
simulante D’ (V/V)
10d a 5°C 12h a 5°C 10d a 5°C --
10d a 20°C 1d a 20°C 10d a 20°C --
10d a 40°C 2d a 20°C 10d a 40°C --
2h a 70°C 30min a 40°C 2h a 60°C --
30min a 100°C 30min a 60°C 2,5h a 60°C 30min a 100°C
1h a 100°C 1h a 60°C 3h a 60°C 1h a 100°C
2h a 100°C 1,5h a 60°C 3,5h a 60°C 2h a 100°C
30min a 121°C 1,5a60°C 3,5h a 60°C 30min a 121°C
1tha121°C 2h a 60°C 4h a 60°C 1tha121°C
2ha121°C 2,5h a 60°C 4,5h a 60°C 2ha121°C
30min a 130°C 2h a 60°C 4h a 60°C 30min a 130°C
1h a 130°C 2,5h a 60°C 4,5 a 60°C 1h a 130°C
2h a 150°C 3h a 60°C 5h a 60°C 2h a 150°C
2h a 175°C 4h a 60°C 6h a 60°C 2h a 175°C

MPPQO: Oxido de polifenileno modificado; Simulante D: Simulante de alimentos gordurosos.
Fonte: (BRASIL, 2010).

O contato entre a embalagem e o solvente simulante deve obedecer a razao
de 0,5 a 2,0 cm® mL" (BRASIL, 1999). A determinacdo da concentracdo de
migracdo especifica é realizada no solvente simulante ao término do ensaio de
migracao, por meio de técnica aplicavel a deteccao e quantificacdo da substancia de
interesse.

A Unidao Europeia convencionou no Regulamento n® 10/2011 a fixacdo de
limites de migracao, partindo do pressuposto que uma pessoa de 60 kg tem um
consumo diario de 1 kg de alimentos, embalados em recipiente clibico com 6 dm?de
area superficial de contato com alimento, que causaria migracao de substancias
(UNIAO EUROPEIA, 2011).
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1.8 Métodos analiticos para a pesquisa de nanoparticulas

1.8.1 Métodos de caracterizagdo de nanoparticulas

A caracterizacao quimica e fisica de nanoparticulas pode ser realizada por
diferentes técnicas analiticas, sendo um dos principais passos para entender a sua
estrutura e interacdo com o meio ambiente. Caracteristicas como tamanho, forma e
estado de dispersao influenciam diretamente nos efeitos a saude, relacionados a
exposicao as nanoparticulas (SHARMA et al., 2019).

Dentre as técnicas disponiveis para a caracterizacdo de nanoparticulas, é
possivel destacar as abordagens microscopicas. Devido as dimensdes
nanomeétricas, as nanoparticulas de prata estao além da habilidade de deteccao dos
microscopios 6ticos tradicionais. Assim, a microscopia eletrbnica tem se tornado
uma opg¢ao na visualizacao e caracterizacdo de nanoparticulas. Neste contexto, as
técnicas de maior destaque sdo a microscopia eletronica de transmissao (MET) e a
microscopia eletrbnica de varredura (MEV). As imagens geradas por MET fornecem
nao s6 informagdes sobre a forma e o tamanho da particula, mas também sobre a
morfologia e o estado de agregacao. Contudo o maior desafio relacionado a técnica
estd no preparo da amostra a ser analisada (LIU et al, 2012). Técnicas de
espalhamento de luz, como o espalhamento de luz dindmico (DLS), também estao
entre as mais utilizadas para caracterizacdo de nanoparticulas, sendo capaz de
medir o diametro hidrodindmico das particulas. Contudo a técnica apresenta
limitagdes como baixa sensibilidade em amostras diluidas, detec¢do néo seletiva e
inabilidade em distinguir misturas ou matrizes complexas (PODA et al., 2011).

1.8.2 Métodos de quantificacao de nanoparticulas

A eletroforese capilar com detecgao por arranjo de diodos (DAD) é relatada
como uma possivel técnica para a quantificacdo de nanoparticulas de prata, sendo
capaz ainda de separar e caracterizar as particulas por tamanho e forma. A
separacao eletroforética de nanoparticulas € baseada principalmente na dimensao
das particulas, forma e modificacdo quimica da superficie (LIU et al., 2005; FRANZE;
ENGELHARD, 2014). A eletroforese capilar € uma técnica geralmente realizada em
um capilar de silica com diametro interno de 25-100 um, emergindo como uma das
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técnicas de separacdo com maior potencial para ions inorganicos, substancias
organicas, macromoléculas e biomoléculas, como virus e bactérias. Assim, técnicas
de eletro-migracao capilar tém sido aplicadas na separacdo seletiva de varias
nanoparticulas com tamanho e densidade de superficie de carga, como por
exemplo, particulas de latex, poliestirenos, particulas de O6xido inorganico e
particulas metdlicas (LIU et al, 2012). Estudos revelaram o potencial da
Cromatografia Eletrocinética Micelar (MEKC) na determinacao de nanoparticulas. A
técnica consiste na adicdo de um surfactante a solugdo eletrolitica, causando
alteracao quimica da superficie das particulas, alterando o mecanismo de separacao
(LIU et al., 2005; FRANZE; ENGELHARD, 2014).

A espectrometria de emissdo atébmica com plasma acoplado indutivamente
(ICP AES) e a ICP-MS sao capazes de detectar tracos de nanoparticulas de prata de
maneira eficiente e rapida. Devido a alta velocidade, precisédo, sensibilidade e larga
faixa linear, estas técnicas tém se tornado populares na determinacdo de ions
metalicos. Contudo, a presenca de particulas na amostra pode causar o entupimento
do sistema de aspiracado e ligantes ou outras substancias organicas presentes na
amostra podem ainda dificultar a atomizacdo completa (LIU et al., 2012). Assim, s&o
necessarios métodos para a extracdo das nanoparticulas de matrizes complexas,
porém sem causar a modificagdes na sua estrutura original. Digestdes acido-base
sao indicadas somente em situacoes onde é avaliada a composicao elementar total,
enquanto a digestao alcalina, associada a aquecimento ou micro-ondas, pode ser
eficiente na degradacdo de matrizes organicas sem causar tais modificacdes
(SINGH et al., 2014). Digestdes alcalinas concentram-se principalmente na utilizagdo
de hidréxido de potassio (KOH), hidroxido de soédio (NaOH), e hidroxido de
tetrametilaménio (TMAH). No entanto, KOH e NaOH podem induzir a agregacao de
nanoparticulas de prata (YU; ZHOU; LIU, 2015).

Uma das técnicas mais promissoras para a analise de nanoparticulas
metalicas € a ICP-MS executada no modo de detecgao individual - spICP-MS. A
técnica é capaz de determinar caracteristicas como: composi¢cao inorganica,
concentracdo e distribuicdo de tamanho. Além disso, a técnica € capaz de
apresentar resultados rapidos, o que a torna uma ferramenta vantajosa quando
aplicada em analises de rotina (DONOVAN; SHI; STEPHAN, 2018; HAYDER et al,,
2020; STEPHAN; HINEMAN, 2014; PETERS et al., 2014; STRENGE; ENGELHARD,

2020). Assim, existe evidente crescimento no interesse pela técnica nos ultimos
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anos, com um crescente nimero de laboratérios investindo recursos no seu
desenvolvimento e aplicagdo (BUSTOS; WINCHESTER, 2016).

1.8.2.1 ICP-MS executada no modo de deteccao individual

A utilizacao da técnica de ICP-MS na detecgdo e medicdo de nanoparticulas
requer que o equipamento seja operado de forma diferente do que quando utilizado
para analise de solugbes de metais dissolvidos (STEPHAN; NEUBAUER, 2014). O
principio basico da técnica de splCP-MS consiste na detecg¢édo individual de
nanoparticulas, introduzidas em suspensodes diluidas com alta frequéncia de leituras
do detector, fazendo com que estatisticamente apenas uma nanoparticula por vez
entre no plasma. As nanoparticulas que chegam ao plasma formam uma massa de
ions, proporcional ao seu tamanho, e ao chegar ao detector, geram um pulso com
intensidade superior a medicao continua do metal dissolvido (Figura 1). (STEPHAN;
NEUBAUER, 2014; LABORDA; BOLEA; JIMENEZ-LAMANA, 2016; MEERMANN;
NISCHWITZ, 2018; BOLEA-FERNANDEZ et al., 2019; MOZHAYEVA; ENGELHARD,
2020).
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Figura 1 - Sinal continuo referente ao metal dissolvido (a) e sinal referente a

deteccao de particulas (b)
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Fonte: O Autor, 2020.

Dentre as principais diferencas entre 0 modo padrao e o modo de deteccéo
individual esta a configuragdo da aquisicdo do sinal durante o tempo de analise. No
modo padrdo, o tempo de andlise da amostra é divido entre intervalos de leitura,
chamados “dwell time”, e intervalos de estabilizagdo do sinal, chamados de “settling
time”, que no modo de deteccao individual é eliminado (Figura 2). Assim, todo o
tempo de andlise é dividido em pequenos intervalos de leitura, impedindo que
particulas cheguem até o detector durante o intervalo de estabilizacdo, e ndo sejam
detectadas (STEPHAN; NEUBAUER, 2014).
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Figura 2 - Aquisicdo do sinal no modo padrdo (a) e no modo de deteccao
individual (b)
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Fonte: O autor, 2020, baseado em STEPHAN e NEUBAUER, 2014.

Apés o final do tempo de analise, o tamanho de cada particula (evento) pode
ser calculado por meio da intensidade do pulso correspondente. Para tal, é
preparada uma curva analitica, por meio da analise de padrdes de metal dissolvido,
que é convertida em uma curva analitica de fluxo de massa (Figura 3). A conversao
€ realizada pela determinacdo do volume relativo a um intervalo de leitura (“dwell
time”). Assim é possivel determinar a massa de metal relacionada a uma particula,
uma vez que cada “dwell time” esta relacionado a um evento. A massa de cada
particula é entdo calculada, pela interpolagédo do sinal correspondente na curva de
fluxo de massa, que é convertida em volume através da informagéo de densidade do
metal. Em seguida, o tamanho da particula é determinado pelo seu volume, sendo a
particula considerada esférica (STEPHAN; NEUBAUER, 2014; LABORDA; BOLEA;
JIMENEZ-LAMANA, 2016.
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Figura 3 - Conversao da curva de prata dissolvida (a) em fluxo de massa (b)
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Fonte: O autor, 2020.

1.9 Validacao do método

Um importante aspecto a ser levado em consideragao no suporte as agdes de
vigilancia sanitaria é a confiabilidade das medi¢cdes analiticas realizadas pelo
laboratério de saude publica (BAZILIO, 2014).

E papel do laboratério de ensaio demonstrar que os resultados obtidos em
condicOes particulares de aplicagdo sao de confianca e adequados para o propésito
(SOBOLEVA; AMBRUS, 2004).

O bom desempenho de qualquer técnica analitica depende crucialmente de
dois parametros: a qualidade das medidas instrumentais e a confiabilidade
estatistica dos célculos envolvidos no seu processamento. Uma forma de assegurar
a aplicabilidade e o alcance de um método durante as operacdes de rotina de um
laboratério é estabelecendo os limites destes parametros por meio da estimativa das
figuras de mérito, numa etapa conhecida como validacao (RIBEIRO et al., 2008).

A validacdao de métodos analiticos é assim um importante requisito para dar
suporte as atividades de metrologia em analise quimica e de garantia da qualidade
dos produtos nas industrias (ESTEVES et al., 2007), sendo um componente
essencial das medi¢cdes que um laboratorio deve implementar para garantir que o
mesmo produza dados analiticos confiaveis (THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002).

A norma ABNT NBR ISO/IEC 17025: 2017 estabelece requisitos gerais para a
competéncia de laboratorios de ensaio e calibracdo, sendo esta a base para a
acreditacdo de tais laboratérios. Segundo a norma, na utilizacdo de métodos

desenvolvidos pelo laboratério, este deve assegurar que as caracteristicas de
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desempenho do método atendem aos requisitos para as operagdes analiticas
pretendidas (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORAS TECNICAS, 2017).

O Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO)
estabelece que para um método de analise de elementos tracos, todos os
parametros de validacdo devem ser verificados. Sao considerados tragos os
elementos em concentragdo abaixo de 0,01 % (100 mg kg'). Os parametros a
serem verificados sao: linearidade e faixa de trabalho, precisdo (repetibilidade e
precisao intermediaria), efeito matriz, e limites de quantificacdo e deteccao
(INMETRO, 2020).

O desenho detalhado e a execucédo do procedimento de validacdo devem,
sempre que possivel, proporcionar uma avaliagao realista do nimero e da extensao
dos efeitos operacionais que podem ocorrer durante o uso normal do método
avaliado, bem como abranger a faixa de concentracées de trabalho e tipos de
amostra que estejam dentro do escopo do método (BRATINOVA; RAFFAEL;
SIMONEAU, 2009).

1.9.1 Faixa de trabalho

De acordo com o trabalho a ser desenvolvido, uma faixa de concentracdo do
analito, ou valores da propriedade no qual o método pode ser aplicado, deve ser
definida, sendo denominada faixa de trabalho (GOUVEA, 2011). A faixa de trabalho
de um método analitico é o intervalo compreendido entre os niveis de concentracao
superior e inferior, incluindo estes niveis, que demonstram precisao, exatidao e
linearidade adequada (HUBER, 1998). A faixa de trabalho € uma parte importante da
validacao do método analitico (BRATINOVA; RAFFAEL; SIMONEAU, 2009).

Para definicdo da faixa de trabalho a ser utilizada é necessaria a observagéo
do limite de restricao do analito, presente na legislagdo. Esta concentracdo deve
encontrar-se no meio da faixa de trabalho, onde a curva analitica apresenta a menor
incerteza para a determinacao da concentracdo. Os niveis de concentragao da curva
analitica devem ser igualmente espacados e preparados com trés repeticdes
genuinas, ou seja, cada repeticdo é preparada independentemente, a partir de
solucdes estoque diferentes (THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002).
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1.9.2 Curva analitica e linearidade

A construgao de curvas analiticas é uma pratica comum em laboratério, sendo
este passo de extrema importancia para a obtencao de resultados precisos e com
boa exatidao (BAZILIO et al., 2012b). Levando-se em consideracao que a maioria
dos métodos analiticos utilizam relacdes lineares para quantificagdo analitica, o
exame de uma funcgao de calibracao para a linearidade é uma figura de desempenho
importante na validagdo de um método analitico (SOUZA; JUNQUEIRA, 2005).

A linearidade do método expressa a capacidade do mesmo em apresentar
resultados diretamente proporcionais em relagdo as concentracdes do analito de
interesse, ao longo da faixa de trabalho (HUBER; 1998).

A linearidade pode ser testada através do exame de um grafico de residuos
produzidos por regressao linear das respostas nas concentragdes em um conjunto
de calibracao apropriado. Qualquer padrao de curva sugere falta de ajuste (/ack-of-
fit) devido a uma funcédo de calibragdo nao linear. Um teste de significancia pode ser
realizado por meio da comparacao da variancia da falta de ajuste com aquela devido
ao erro puro (THOMPSON; ELLISON; WOOQOD, 2002).

Souza e Junqueira propéem um procedimento detalhado para o teste de
linearidade de curvas de calibragdo na validacdo do ensaio analitico pelo método de
minimos quadrados ordinarios (MMQO), incluindo delineamento experimental, a
estimativa dos parametros, e tratamento de valores extremos (SOUZA;
JUNQUEIRA, 2005).

Valores extremos sao valores ou dados que estatisticamente nao fazem parte
do conjunto de dados estudado, podendo levar a erros na estimativa dos parametros
da regressdo (BELSLEY; KUH; WELSCH, 1980). Sendo assim é importante a
avaliacao da presenca destes e uma possivel exclusao.

1.9.3 Seletividade

Segundo Bratinova, Raffael e Simoneau (2009), a seletividade de um método
analitico é a sua capacidade de quantificar o analito de interesse na presenca de
outros analitos, matrizes e outros potenciais interferentes. A determinacdo do analito
deve ser garantida na solucdo final do ensaio, mesmo na presenga de possiveis

interferentes na matriz da amostra.
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1.9.4 Efeito de matriz

A matriz da amostra pode conter componentes que interferem no
desempenho da medicdao, podendo haver acréscimo ou reducdo do sinal. A
magnitude do efeito também pode depender da concentracdo. Se o efeito matriz for
significativo, a linearidade, a tendéncia e a precisdo estardo seriamente
comprometidas (INMETRO, 2020).

O processo de preparacao dos padrées de calibracdo pode ser simplificado
se eles puderem ser preparados como solugdoes simples do analito. Porém é
necessario que seja avaliada uma possivel incompatibilidade da matriz analisada
antes da utilizacdo desta estratégia simplificada de preparo dos padrdes
(THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002).

1.9.5 Repetibilidade

A repetibilidade € o grau de concordancia entre resultados de testes
independentes realizados em condicées de repetibilidade, ou seja, obtidos com o
mesmo método, com material de ensaio idéntico, no mesmo laboratério, pelo mesmo
operador, utilizando o mesmo equipamento e em curto intervalo de tempo
(THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002; BRATINOVA, RAFFAEL; SIMONEAU,
2009).

A repetibilidade € normalmente determinada para circunstancias especificas
que na pratica podem ser muito variadas (EURACHEM, 1998). Pode ser expressa
quantitativamente em termos da caracteristica da dispersao dos resultados, podendo
ser determinada por meio da analise de padrdes, materiais de referéncia ou adicao
do analito a um branco da amostra (INMETRO, 2020).

Para uma avaliacdo correta da repetibilidade do método, € necesséria a
verificacdo da homogeneidade da amostra utilizada. Amostras heterogéneas podem
causar resultados falsos de repetibilidade, uma vez que é possivel confundir
problemas relacionados a homogeneidade da amostra com a falta de repetibilidade
do método.
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1.9.6 Precisao intermediaria

A precisdao intermediaria refere-se a precisdo avaliada sobre a mesma
amostra, amostras idénticas ou padrdes, utilizando o mesmo método, no mesmo
laboratério, mas definindo uma ou mais condi¢cdes a variar. Dentre estas condicdes
estao diferentes analistas, diferentes equipamentos e diferentes tempos (INMETRO,
2020).

1.9.7 Limite de deteccao

Sempre que as medigbes analiticas sdo realizadas em baixos niveis do
analito ou de uma propriedade, como por exemplo, em niveis de trago, torna-se
importante conhecer o nivel mais baixo do analito ou de uma propriedade, que pode
ser detectado e quantificado com seguranca pelo método (EURACHEM, 1998).

Em termos gerais, o limite de deteccao (LOD) é a menor quantidade ou
concentracdo do analito na amostra, que pode ser seguramente distinguida de zero
(THOMPSON; ELLISON; WOQD, 2002).

1.10 Estimativa da incerteza de medicao

Com o objetivo de adequar o ensaio as normas de qualidade de forma a
garantir a confiabilidade dos resultados analiticos e obter o reconhecimento da
competéncia do laboratério, um importante passo a ser dado é a acreditacdo do
ensaio, segundo os requisitos da norma ABNT NBR ISO/IEC 17025:2017. Um dos
requisitos técnicos abordados trata de métodos de ensaio e calibracdo, sendo
estabelecido que laboratérios de ensaio devem aplicar procedimentos para a
estimativa das incertezas de medicao (ABTN, 2017).

Diante deste cenario, a estimativa da incerteza de medicdo em ensaios
quimicos torna-se de grande importancia para a competéncia dos laboratérios de
ensaios e ainda requisito para a confiabilidade do resultado analitico. De uma forma
geral, o resultado de uma medicdo € somente uma aproximagao ou estimativa de
uma quantidade especifica para um mensurando, assim, o resultado somente é
completo quando acompanhado por uma declaragdo quantitativa de sua incerteza
(NIST, 1994; DE LA CRUZ et al., 2010; BAZILIO et al, 2012a). O Vocabuléario
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Internacional de Metrologia — VIM define incerteza como um parametro nao negativo
que caracteriza a dispersédo dos valores atribuidos a um mensurando, com base nas
informagdes utilizadas (INMETRO, 2012b).

A tradicional abordagem para estimativa da incerteza de medicao é baseada
na identificacdo, quantificacdo, e combinacao de todas as contribui¢coes individuais
para a incerteza final. Nesta abordagem, chamada de “bottom-up”’, a incerteza
combinada final é derivada das incertezas dos componentes individuais, sendo
adotada pela Organizacéo Internacional de Normalizacdo (ISO) (TOMIC; NASIPAK;
BABIC, 2012).

A estimativa da incerteza do resultado de um ensaio perpassa pelo
conhecimento dos pontos criticos do procedimento analitico, sendo necessario
conhecer os fatores que podem vir a influenciar o seu resultado final. Alguns destes
principais fatores envolvem o preparo dos padrbes analiticos, diluicdo das amostras,
medicoes feitas em um equipamento e procedimento de quantificacao por calibragao
(EURACHEM, 2012). Com as fontes de incerteza relevantes identificadas, através de
ferramentas estatisticas, sdo estimadas as incertezas padrao atribuidas a cada fonte

e a incerteza padrao combinada final.

1.11 Justificativa

A utilizacdo de materiais plasticos com acao antimicrobiana, em contato com
alimentos, pode ocasionar problemas relacionados a contaminacao destes por
nanoparticulas presentes no material polimérico, utilizadas para promover o controle
do crescimento bacteriano. Nanoparticulas de prata estdao entre os principais aditivos
utilizados para este fim, no processo de fabricacdo do material, sendo capazes de
migrar do material polimérico para o alimento em contato. As nanoparticulas de prata
tém sido relacionadas a efeitos citotdxicos, podendo ainda causar dano ao figado e
alteragcdes no DNA. A legislagdo brasileira n&o estabelece a utilizacdo de
nanoparticulas de prata como um possivel aditivo na fabricacdo de embalagens de
alimentos, sendo assim, seu uso até o momento é proibido. Contudo, ja existem no
mercado diversos materiais plasticos com atividade antimicrobiana, com adi¢do de
nanoparticulas de prata, para o acondicionamento de alimentos. Assim, é necessario
um maior estudo sobre a contaminacdao de alimentos por nanoparticulas de prata

provenientes destes materiais. Com o estudo de caracterizacdo e quantificacdo da
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migracdo de nanoparticulas de prata sera possivel a obtencdo de dados para a
avaliacao da real exposicdo associada ao consumo de alimentos, acondicionados
com este tipo de material. Os resultados obtidos possibilitardo o conhecimento das
caracteristicas  fisico-quimicas das nanoparticulas migradas, sendo este
conhecimento de crucial importancia para que seja avaliada a interagdo das
particulas de prata com as células do corpo humano e possiveis danos causados.
Assim, o estudo proposto possibilitara a geracao de dados sobre a migracao de
nanoparticulas de prata para alimentos. Os resultados obtidos auxiliardo a area de
saude na andlise de risco a saude humana, visando a regulacdo deste tipo de
material sob o ponto de vista de segurancga alimentar. Por meio da regulacao do uso
de nanoparticulas de prata como aditivo em materiais em contato com alimentos,
sera possivel promover agdes de vigilancia sanitaria com o objetivo de prevenir,
diminuir ou mesmo eliminar os riscos relativos a exposicdo as nanoparticulas de

prata presentes nos produtos e servicos de saude.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

« Avaliar a migracdo especifica de nanoparticulas de prata, presentes em
materiais plasticos, com ag¢do antimicrobiana, destinados ao contato com

alimentos.

2.2 Objetivos especificos

» Estabelecer os parametros analiticos para o ensaio de migracao especifica de
nanoparticulas de prata, de materiais plasticos para os simulantes alimentares
etanol 50%, etanol 95 %, agua desionizada e acido acético 3%;

« Otimizar o ensaio, para caracterizacao por MEV, das nanoparticulas de prata
contidas nos materiais estudados;

» Caracterizar a prata presente no material plastico, quanto ao tamanho da
particula e forma, por MEV e identificar por EDS;

» Otimizar método analitico para a quantificagdo de nanoparticulas de prata
presentes no material plastico e nas solugdes provenientes do ensaio de
migracao, por splCP-MS;

» Validar intralaboratorialmente metodologia analitica para a determinacao da
migracao especifica de nanoparticulas de prata, de materiais plasticos para o
simulante alimentar, por spICP-MS;

» Determinar a migracao especifica de nanoparticulas de prata provenientes de
materiais plasticos, com ag¢do antimicrobiana, destinadas ao contato com
alimentos, por spICP-MS;

» Estimar a incerteza de medicao associada a medicdo e quantificacao de
nanoparticulas de prata, nas solugdes provenientes do ensaio de migracao,
por spICP-MS;

» Caracterizar as nanoparticulas de prata presentes nas solugdes de migracao,
quanto ao tamanho da particula;

* Quantificar a prata presente nos materiais plasticos, com acao antimicrobiana,

destinadas ao contato com alimentos.
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3 METODOLOGIA
3.1  Materiais
3.1.1 Padrbes e Reagentes

Para o preparo das solucdes de prata dissolvida, foi utilizado um padrdao multi-
elementar contendo 10 pg mL™" de prata (Perkin Elmer, Massachusetts, EUA). As
solugdes de nanoparticulas foram preparadas a partir de padrées de nanoparticulas
esféricas de prata de 30, 40 e 80 nm (Sigma Aldrich, Missouri, EUA), contendo
1,6x10"" 7,2x10" e 7,4x10° particulas mL", respectivamente. No ensaio de
seletividade, foi utilizada como matriz para o preparo das solugdes de nanoparticulas
de prata, agua mineral alcalino-terrosa fluoretada (Pureza Vital, Nestlé, Vevey,
Suiga). Para a digestdo em micro-ondas foram utilizados os reagentes: acido nitrico
EMSURE® 65 % e peroxido de hidrogénio 30 % do fabricante Merck (Darmstad,
Alemanha).

Foram utilizados como simulantes alimentares, o etanol nas concentragées 50
e 95 %, preparados a partir do etanol LiChrosolv do fabricante Merck (Darmstad,
Alemanha) com pureza minima igual a 99,9 %, o acido acético 3 %, preparado a
partir do acido acético (glacial) do fabricante Merck (Darmstad, Alemanha) com
pureza minima igual a 99,8 %, e agua desionizada com resistividade a 25 °C igual a
18,2 Mohm.cm.

3.1.2 Equipamentos

Foram utilizados para o ensaio de migracdo 0s seguintes equipamentos:
balanca analitica do fabricante Sartorius (Goettingen, Alemanha) calibrada, com
precisdo de 5 casas decimais, modelo R200D; estufa do fabricante FANEM
(Guarulhos, Brasil) modelo 347-CD/2 e faixa de trabalho de -10 a 60°C; termémetro
digital do fabricante VWR (Radnor, EUA) com capacidade de leitura de -35 a 65°C,
calibrado. Para obtencdo da agua desionizada, utilizada nos ensaios, foi utilizado o
sistema de purificacdo de agua modelo Simplicity (Merck, Darmstad, Alemanha).

A medicao e quantificacdo das nanoparticulas de prata em suspensao, foi
realizada em um ICP-MS modelo NexION 300D do fabricante Perkin Elmer
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(Massachusetts, EUA), equipado com um nebulizador concéntrico de vidro, cAmara
de nebulizacao ciclénica de vidro e cone do tipo hiper-skimmer. Para a quantificacao
da prata presente nos materiais plasticos, as amostras foram digeridas em micro-
ondas modelo Speedwave do fabricante Berghof (Eningen unter Achalm, Alemanha).
Para caracterizacdo das nanoparticulas, presentes na amostra, foi utilizado o
microscépio modelo Helios Nanolab 650 do fabricante FEI Company (Oregon, EUA),

equipado com espectrémetro de energia dispersiva por raios-X.

3.1.3 Selecédo das Amostras

Foram selecionados cinco materiais plasticos, com caracteristicas
antimicrobianas pela adicido de nanoparticulas de prata, destinadas ao contato com
alimentos, nas formas de garrafa, filme flexivel, saco abre e fecha (“zip lock”) e filme
laminado, de diferentes polimeros, sendo eles PEBD, polietileno de alta densidade
(PEAD), e PVC. Os materiais foram adquiridos diretamente no comércio e através de
parcerias estabelecidas com seus fabricantes.

3.2 Ensaio de migracao em simulante alimentar

Para o ensaio de migracdo especifica de nanoparticulas de prata, foram
cortadas, com o auxilio de um molde calibrado, uma secdo com 1 dm? de area da
amostra. Cada secéao foi colocada em contato com 50 mL de solvente simulante em
um erlenmeyer de vidro de 250 mL com tampa, e acondicionado em estufa.

O método analitico de migracédo foi estabelecido através da RDC n°® 51 da
ANVISA de 26 de novembro de 2010 (BRASIL, 2010), sendo as condicdes do ensaio
definidas com base no disposto para materiais em contato com alimentos
gordurosos, aquosos acidos e aquosos nao acidos. A Resolucdo estabelece a
solucdo de etanol a 95 % (v/v), em &gua desionizada como um dos possiveis
simulantes para alimentos gordurosos. Para alimentos aquosos acidos, €
estabelecida a utilizacdo de solugdo de acido acético a 3% (m/v) em agua
desionizada. E para alimentos aquosos ndo acidos o simulante estabelecido é a
agua desionizada. Adicionalmente, foi utilizada, para as embalagens de leite, a

solucao de etanol a 50 % (v/v) em agua desionizada. O solvente é estabelecido para
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simulacdo de leite e bebidas lacteas, integrais, desnatadas e parcialmente
desnatadas.

Para as amostras de embalagens de leite, o ensaio de migracao foi realizado
a temperatura de 20 °C por 10 dias. As condigdes sao recomendadas pelas
legislacbes brasileira e europeia para tempos de contato superiores a 24 h em
temperaturas maiores que 5 °C e menores ou iguais a 20 °C, quando utilizados os
simulantes selecionados. Para as demais amostras o ensaio foi realizado a
temperatura de 40 °C por 10 dias, sendo as condicées recomendadas para tempos
de contato superiores a 24 h em temperaturas entre 20 °C e 40 °C. As condicdes
foram estabelecidas com base no pior caso de exposicado do alimento a embalagem.
O Quadro 5 apresenta as condicdes utilizadas nos ensaios e a Figura 4 apresenta o
fluxograma do ensaio de migracéao.

Quadro 5 - Condicbes dos ensaios de migracdo segundo a RDC n? 51 da ANVISA
de 26 de novembro de 2010

Amostra Simulante Tg;ngg;?;liga Tgr;rﬁgtge
Embalagens de Leite Etanol 50 % (v/v) 20 °C 10 dias
Etanol 95 % (v/v)
Demais Materiais Acido acético 3 % (m/v) 40 °C 10 dias
Agua desionizada

RDC: Resolucao da Diretoria Colegiada; ANVISA: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria.
Fonte: (BRASIL, 2010).

Figura 4 - Fluxograma do ensaio de migracao

Determinagéo da
Recorte de 1 dm?

o Adicdo de 50 mL Acondicionamento concentragao de
-~ de simulante. em estufa. migragao
plastico.
(spICP-MS).

splCP-MS: espectrometria de massa com plasma acoplado indutivamente, executado no Modo
de Deteccao Individual.
Fonte: O autor, 2020.
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Ao final do ensaio de migracdo, as solugdes provenientes do ensaio de
migracdo foram evaporadas até secura e ressuspendidas com 10 mL de agua
desionizada. Em seguida, a solucdo foi analisada em triplicata (trés leituras) por
splCP-MS.

3.3 Caracterizacao das nanoparticulas presentes nas amostras

Foi realizada a identificacdo e caracterizacdo das nanoparticulas de prata
presentes nos materiais plasticos por microscopia eletrénica de varredura (MEV).

Para caracterizacdo das nanoparticulas de prata presentes nos materiais
plasticos, uma porcao de 10 gramas do material foi calcinada, em mufla, a
temperatura de 600 °C por 4 horas. As cinzas foram homogeneizadas, uma pequena
quantidade foi depositada sobre uma fita de carbono e o excesso foi eliminado
soprando-se a fita com nitrogénio. Suportes metélicos (stub) contendo as fitas de
carbono foram analisados por MEV e a identificacao das nanoparticulas de prata foi
realizada por Espectroscopia por Energia Dispersiva de Raios X (EDS) (HUANG et
al., 2011; LIU et al., 2016).

3.4 Determinacao da concentracao de prata por splICP-MS

3.4.1 Condicoes de operacao do ICP-MS

O ICP-MS foi operado com poténcia RF de 1600 W e fluxos de gas no
nebulizador, plasma, e auxiliar de 1,1 Lmin', 13 L min" e 0,7 L min™,
respectivamente. O tempo de analise foi de 100 s, 0 “Dwell Time” de 50 us e o fluxo
de amostragem nominal de 0,20 mL min™. O fluxo de amostragem foi determinado

experimentalmente para cada dia de andlise.

3.4.2 Determinacao do fluxo de amostragem

Para a determinacédo experimental do fluxo de amostragem, foi selecionada a
rotacdo da bomba em -20 RPM. A uma bureta de 1 mL, calibrada, foi adicionada
agua desionizada e o volume foi ajustado a “zero”. O “probe” de amostragem foi

posicionado dentro da bureta e a agua desionizada foi aspirada até chegar a camara
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de nebulizacao. Foi registrado o volume aspirado inicial va;, em mL, e a bomba foi
ligada novamente durante 1 minuto. O volume aspirado final vas, em mL, foi
registrado e o fluxo de amostragem foi definido, em mL min™, pela diferenca entre os

volumes vas e va;.

3.4.3 Definicdo da Eficiéncia de Transporte

A Eficiéncia de Transporte - TE foi definida através da analise de uma solucao
contendo aproximadamente 10° nanoparticulas de prata com 30 nm. Para o preparo
da solucdo de nanoparticulas, inicialmente foi preparada uma solugéo intermediaria
medindo-se 15 puL de um padrdo de nanoparticulas de prata de 30 nm (Silver
Nanospheres — 30 nm, Sigma Aldrich, Missouri, EUA), com concentracéo igual a
0,02 mg mL", equivalente a 1,6x10"" particulas mL™. O volume final da solucéo foi
ajustado a 15 mL com agua desionizada. Em seguida, a solucdo de nanoparticulas
foi preparada medindo-se 31 pL da solucdo intermediaria. O volume final da solugéo
foi ajustado a 50 mL com &gua desionizada. Os volumes das aliquotas foram
medidos com o auxilio de micropipeta calibrada de 100 pL. Segundo Pace e
colaboradores (2011), a TE é a razdo entre a quantidade de analito que entra no

plasma e a quantidade de analito aspirado.
3.4.4 Preparo da Curva Analitica
3.4.4.1 Preparo das solugbes de trabalho de prata dissolvida

Uma solucdo intermediaria de 100 pg L de prata dissolvida foi preparada
medindo-se, com o auxilio de uma micropipeta, uma aliquota de 250 puL de um
padrao multi-elementar (Multi-Element Calibration Standard, Perkin Elmer) contendo
10.000 pg L' de prata dissolvida. A aliquota foi transferida para um tubo de
polipropileno de 50 mL e a sua massa foi medida em uma balanga calibrada. A
massa final da solucao foi ajustada a aproximadamente 25 gramas. Para o preparo
da curva analitica, sete solugdes de trabalho foram preparadas medindo-se volumes
apropriados da solucdo intermediaria preparada. A Figura 5 apresenta o fluxo de
preparo das solugdes de trabalho.
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Figura 5 - Fluxo de preparo das solugcdes de trabalho de prata dissolvida

Solucéo Intermediaria de 100 ug L™

P1(1,5ug L") |« 259 |« 375 uL |«
P2 (2,5ugL") |e 259 |« 625 uL |«
P3(5,0ugL") |e 259 |« 1250 pL |«
P4 (75ug L") |« 259 |« 1875 uL |«
P5 (10,0 ug L) |« 259 |« 2500 L (e
P6 (15,0 ug L) |« 259 |« 3750 uL e
P7 (20,0 ug L™ 25¢ 5000 pL

P1 a P7: Codigos de identificacdo das solugdes de trabalho.
Fonte: O autor, 2020.

Os volumes das aliquotas foram medidos com o auxilio de micropipetas
calibradas de 1000 e 5000 pL e suas massas foram medidas, em balanga calibrada,
apos a transferéncia para tubos de polipropileno de 50 mL. As massas finais das
solugdes foram ajustadas a aproximadamente 25 gramas. Foram determinadas as
concentragdes finais das solugdes, em pg L™, através da concentracdo da solugéo

intermediaria e das massas medidas das aliquotas e das solugdes finais.
3.4.4.2 Curva analitica de prata dissolvida

Para construcdo da curva de prata dissolvida, foi realizada a leitura das
solucdes de trabalho P1 a P7 e a intensidade do sinal (counts), referente a cada

padréo, foi relacionada a sua concentracéo de prata dissolvida, em pg L™,
3.4.4.2.1 Definicdo da curva de fluxo de massas

As concentracdes de prata dissolvida das solucdes de trabalho foram
correlacionadas a quantidade de massa de prata referente a cada leitura (“dwell
time”) (PACE et al., 2011). A equacao 1 apresenta a relacao entre a concentracdo da
prata em pg mL" e a massa de prata de cada particula (pg/ evento). A relagdo é
ainda ajustada pela TE, que é razao entre a quantidade de analito que entra no

plasma e a quantidade de analito aspirado.
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TE ~
M=_—oXFXtgXC Equacéo 1

onde,

M = massa de prata em cada evento (ug/ evento),
TE = eficiéncia de transporte em %,

F = fluxo de amostragem em mL ms™,

C = concentracéo da prata dissolvida em pg mL™,

tq: = tempo de leitura “dwell time” em ms.

3.4.5 Determinacdo do tamanho médio de particulas de prata nas solugdes

provenientes do ensaio de migracao

Para determinacdo do tamanho médio das particulas de prata presentes na
solucdo, a intensidade do sinal medido para cada particula é correlacionada, por
meio da curva de fluxo de massas, com a sua massa e assim calculado o seu
tamanho. De uma forma geral, assumindo que a particula possui forma esférica, o
seu tamanho pode ser calculado pela equacéo 2 (PACE et al., 2011; NAASZ et al.,
2018). O resultado final foi reportado na forma de tamanho médio de particulas, em

nm.

_3 ’Gﬂ 7 5
d= < 10 Equacéo 2

onde,
d = diametro da particula em nm,
p = densidade da particula em pg cm™

I,—1 -b , . . ~
m, = % massa da particula obtida por interpolacdo na curva de fluxo de

massas, em ug. I, € a intensidade do sinal medido para a particula, Ip,gnc, € @
intensidade média do sinal do branco, b € o intercepto da curva e a é a inclinacao da
curva.

O tamanho médio de particulas de prata T,,, nas solugbes provenientes do

ensaio de migracao, foi calculado por meio da média dos valores de tamanho médio
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de particulas de prata, em nm, apresentados para as trés leituras da solucéo
proveniente do ensaio de migragao.

3.4.6 Determinacao da concentracao de nanoparticulas de prata

A concentragdo de nanoparticulas de prata em numero de particulas por
mililitro é calculada a partir do numero de particulas (eventos), levando em
consideracao o volume total de solugdo aspirado durante o tempo de analise
(Equacao 3).

n 100
N = —
Fty  TE

Equacéo 3

onde,

N = Concentragcdo em nimero de particulas por mL (particulas mL™),
n = Numero de particulas (eventos),

TE = eficiéncia de transporte em %,

F = fluxo de amostragem em mL ms™,

t, = tempo de andlise em ms.

No ensaio de migracdo, o resultado final (Equacdo 4) foi reportado em
namero de particulas por kg de alimento, levando em consideracédo a relagdo de 6
dm? de amostra por kg de alimento e a razdo entre o tamanho da amostra e o
volume de migracao, referentes ao ensaio de migracdo (UNIAO EUROPEIA, 2011;
BRASIL, 2019).

Cy =N x Ti X Vg Equacao 4
A

onde,

Cy= Concentracdo em niimero de particulas por kg de alimento (particulas kg™),

N = Média das concentracdes de particulas (N), em particulas mL™, calculada para
as trés leituras da solucédo de migracao,

Vr = Volume de ressuspensao no ensaio de migracao, em mL,

T, = Tamanho da se¢do da amostra, utilizado no ensaio de migragdo, em dm?,
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R = Razao superficie/volume, igual a 6 dm? kg™ (UNIAO EUROPEIA, 2011; BRASIL,
2019).

Adicionalmente, a concentracdo de particulas foi expressa em massa de
particulas, em ng, por kg de alimento (Equagéao 5).

Cy = Cy X (d3><677:><p) Equagéo 5
onde,

Cy= Concentracdo em massa de particulas por kg de alimento (ng kg™),

Cy= Concentracdo em nimero de particulas por kg de alimento (particulas kg™),

d = tamanho médio de particulas de prata nas solucdes provenientes do ensaio de
migracao, em cm,

= 3,14159265359

p = densidade da particula, em ng cm™.
3.4.7 Determinacao da concentracao de prata dissolvida

A concentragdo de prata dissolvida, D em ng L™, foi calculada por meio da
intensidade do sinal continuo (counts), correlacionado a concentracdo de prata
dissolvida em solucao, por interpolacdo na curva de prata dissolvida (concentracéo
de prata, pg L™ x Intensidade do sinal, counts). A concentracdo de prata dissolvida,
nas solugdes provenientes do ensaio de migracao Cy;s01, fOI reportada em pg de
prata dissolvida por kg de alimento (Equacao 6).

Caissor = D X Ti X Vg Equacéo 6
A

onde,

Caissor = Concentracao de prata dissolvida na solucao de migracao, em ng por kg de
alimento (ng kg™

D = Média das concentragdes de prata dissolvida, em ng L™, calculada para as trés
leituras da solucao de migracao

Vr = Volume de ressuspensao no ensaio de migracao, em L
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T, = Tamanho da secdo da amostra, utilizado no ensaio de migragao, em dm?
R = Razao superficie/volume, igual a 6 dm? kg™ (UNIAO EUROPEIA, 2011; BRASIL,
2019)

3.5 Determinacao da concentracao de prata total nas amostras poliméricas

Para a determinacéo da concentracao de prata total no polimero, as amostras
foram cortadas em pequenos pedacos e uma porcao, de aproximadamente 100 mg,
foi medida e transferida para tubos de digestao de teflon. Para cada amostra foram
analisadas duas repeticdes, medindo-se duas porcdes do material plastico. Em
seguida, foram adicionados 5 mL de H>O, 30% e 5 mL de HNO3; 65%. Os tubos
foram fechados e levados ao micro-ondas. O Quadro 6 apresenta as condicbes da

digestdo em micro-ondas.

Quadro 6 - Programa para digestao das amostras poliméricas por micro-ondas

£t Tempo Poténcia Pressao Temperatura
apa
P (minutos) (W) (MPa) (°C)
1 30 882 4,0 160
2 20 882 4,0 210
Ventilacao 10 - - -

Fonte: O autor, 2020.

Apoés o resfriamento das amostras, as aliquotas foram transferidas dos tubos
de teflon para tubos de centrifuga de 15 mL e o volume foi ajustado para 10 mL (V)
com agua desionizada. Em seguida, as solu¢des foram diluidas apropriadamente, e
analisadas em triplicata (trés leituras) por splCP-MS. A Tabela 1 apresenta as
massas de amostras e os volumes de diluicdo. As amostras foram diluidas para que
a concentracdo de prata nas solucoes estivesse dentro da faixa de concentragdo da

curva analitica.
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Tabela 1 - Massas medidas das amostras de polimeros

Aliguotade  Volume Massa de
Amostra Polimero diluicao final Repeticao (i) amostra
(mL) (mL) (mg)
1 100,26
AM-01 PEBD 0,650 10
2 104,54
1 99,73
AM-02 PEAD 0,800 10
2 101,86
1 103,56
AM-03 PEBD 1,000 10
2 104,00
1 102,04
AM-04 PVC 1,000 10
2 101,38
1 112,60
AM-05 PVC 0,937 14
2 105,75

AM-01 a AM-05: Cddigos de identificagdo das amostras; PEBD: Polietileno de baixa densidade;
PEAD: Polietileno de alta densidade; PVC: Poli (cloreto de vinila).
Fonte: O autor, 2020.

A concentracado de prata total C,,,repe;, em cada i repeticdo da amostra, foi
calculada por meio da equacdo 7. A concentragdo final de prata total (C,,,), para
cada amostra, foi calculada pela média das concentragdes (C,,,repe;) calculadas

para as i repeticoes da amostra.

Cmarepe; (ug g~ = (? X 1Zﬁ)/ mg Equagéo 7
onde,

Cmarepe;= Concentragdo de prata total, em pg g™,

D = Média das concentragées de prata dissolvida, em pg L, calculada para as trés
leituras da amostra,

V¢ = volume final de diluigdo, em mL,

I, = volume da aliquota de diluicdo, em mL,

V,; = volume de digestao, em mL,

m,= massa de amostra, em g.
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Para avaliacdo da recuperacdo da determinacdo da concentracdo de prata
total no polimero, foram medidos 105,06 mg da amostra AM-03. A massa foi
transferida para um tubo de digestdo e foram adicionados 50 pL de um padréo
contendo 20 pg mL' de nanoparticulas de prata, com tamanho de 50 nm. A
recuperacado da determinacdo da prata total RT% foi calculada através da equacao
8. Para concentragdes da ordem de 1 mg kg~ (ppm), a recuperagdo é considerada
adequada entre 80 e 110 %. O critério € sugerido pela AOAC INTERNATIONAL
(AOAC INTERNATIONAL, 2016) e indicado pelo Inmetro no documento orientativo
DOQ-CGCRE-008 - Orientacao sobre Validacdo de Métodos Analiticos (INMETRO,
2020).

RT% = W x 100 Equacao 8

onde,

Cmq = coOncentracdo final de prata total, em pg g, calculada para a amostra sem
fortificacao,

Cmy = concentragdo final de prata total, em pug g', calculada para a amostra
fortificada,

CpXvp

Cr = , Concentracdo de adigdo, em pg g”'. Cp é a concentracdo do padrédo de

ma

nanoparticulas de prata utilizado na fortificacdo da amostra, em pg mL"', ma é a

massa de amostra, em g, e vp € o volume da aliquota do padrao adicionado, em mL.
3.6 Validacao da metodologia

O método foi validado intralaboratorialmente conforme descrito no
Procedimento Operacional Padronizado - POP n® 65.3120.126 (INCQS/FIOCRUZ,
2017). O procedimento segue recomendagdes do documento DOQ-CGCRE-008
(INMETRO, 2020), e dos trabalhos publicados por Thompson, Ellison e Wood
(2002), Horwitz e Albert (2006) e Souza (2007). Foram verificados os parametros
linearidade, efeito de matriz, repetibilidade, precisao intermediaria, limite de detec¢éo
de tamanho de particula (LOD;), limite de deteccao de concentracao de particulas
(LOD, ), limite de detecgdo da concentracdo de prata dissolvida (LOD;) e

seletividade.
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3.6.1 Avaliacao da linearidade da curva analitica

Para a avaliagdo da linearidade da curva analitica, foram preparadas sete
solugdes de trabalho como descrito no item 3.4.3. A Tabela 2 apresenta os dados do
preparo das solugdes de trabalho. A curva analitica foi definida pela analise de trés
replicatas das solugdes de trabalho P1 a P7.

Tabela 2 - Preparo das solucdes de trabalho do ensaio de linearidade
Concentracao da

Solucdo de  Massa da Aliquota Massa Final da _
_ Solugéo de Trabalho
Trabalho (mg) Solucao (g) »

(ug L)
P1 368,52 25,08549 1,50
P2 621,07 25,19316 2,52
P3 1245,09 25,01387 5,09
P4 1859,41 25,20335 7,55
P5 2478,19 25,18462 10,07
P6 3706,25 24,94708 15,20
P7 4912,85 25,10321 20,03

P1 a P7: Codigos de identificagao das solugdes de trabalho do ensaio de linearidade.
Fonte: O autor, 2020.

Com os dados obtidos nas andlises dos padrdes, a curva analitica de prata
dissolvida foi convertida em fluxo de massas, e 0s parametros de regressao foram
estimados com o auxilio da planilha intitulada “Planilha para Avaliagdo de
Premissas” elaborada por Bazilio e colaboradores (2012b). Foi avaliada a presenca
de valores extremos (“outliers’), a normalidade, homoscedasticidade e a

independéncia dos residuos da regressao e o ajuste ao modelo linear.

3.6.1.1 Estimativa dos pardmetros de regressao

Os parametros de regressao foram estimados através das Equacdes 9 e 10.

b=5x_y

Sxx

Equacéao 9
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onde,

b é a inclinacao da reta ajustada,
Sey = 2o (i =D = ),

n —

Sxx = Zi:l(xi - X)z.
a=y—bx Equagéo 10
onde,
a € a intersecao da reta ajustada,
y é a resposta medida,
x € a concentragao do analito,
n € o numero total de pontos da curva analitica.

O residuo e; referente a cada valor x;, foi calculado através da Equagéo 11.

e =y — Ji Equacao 11

sendo,

y; = variavel dependente estimada pela equacao de regressao.

O coeficiente de determinagao do ajuste R? foi calculado, sendo definido pela

Equacéo 12.
L (9-y)? 3
R2 = Zzé_:j((; _?)2 Equacgéo 12

3.6.1.2 Tratamento de valores extremos

Os valores extremos foram avaliados pelo método dos residuos padronizados

Jacknife, cuja estatistica é o residuo padronizado Jacknife J ., calculado para cada

ei’

ponto da curva de calibragao, conforme descrito pela Equacéo 13.

Equacéao 13
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onde,
J.i= residuo padronizado,
n= numero total de dados,

p= numero de parametros do modelo,

= leg] (residuo padronizado),

Se;

Se, = Sresy/ 1 — h; (erro padrdo do residuo),

72
h; = % + (xls—x) (ponto de alavanca),
I .
Sres = Z‘=17§+m (desvio padréo residual).

Os residuos padronizados Jacknife foram comparados com a distribuicao

t1-%npo1y- Valores de J,; maiores que o valor de t critico sdo considerados valores
>

extremos, podendo ser removidos (BELSLEY; KUH; WELSCH, 1980).

Primeiramente a replicata com maior valor absoluto de J, € excluida e em seguida

sao excluidas as demais repeticbes uma a uma, até o maximo de 22,2% do numero
original de dados (HORWITZ,1995). Nao se deve também excluir todo um nivel de
concentragcao, devendo permanecer ao menos uma repeticdo em cada nivel. A cada

dado excluido os parametros de regressao sao novamente estimados.
3.6.1.3 Teste de normalidade

O método dos minimos quadrados ordinarios (MMQO) pressupde que 0s
residuos da regressdo seguem a distribuicdo normal, ndo havendo desvios de
normalidade. A normalidade dos residuos da regressao foi verificada pelo teste
Ryan-Joiner (RYAN; JOINER, 1976). A hip6tese nula de que os residuos da
regressao seguem a distribuicdo normal foi testada contra a hipétese alternativa de
que os residuos nao seguem a distribuicdo normal. A hipétese nula é rejeitada
quando o coeficiente de correlacdo de Ryan-Joiner Rcalculado for menor que o
coeficiente de correlagéo critico estabelecido (SOUZA, 2007).

Os residuos foram primeiramente ordenados em ordem crescente. Em

seguida, foi construido um gréafico dos valores dos residuos ordenados e; versus 0s
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valores dos percentis estimados para uma distribuicdo normal reduzida q; (Quantis
normais). Os quantis normais foram obtidos pela Equacao 14.

1 (G-3/8)) . -
q = ¢ {—(n+1/4)},1 =1,...,n Equacao 14

onde,
q;= valor normal esperado,
¢ 1= inverso de uma fungao de distribuicdo normal padréo.

O coeficiente de correlagdo R, entre e; e g, foi calculado pela Equagéo 15.

R, =1 Equagéo 15

onde,
—\n 5 =\ _ |\ i1 @i 2;11‘11'
Seq = Xi=1(e; — &) (q;i — ;) = Xi=y eiq; — -,
2
_ Y, e
See = Z:lzl(ei - e)z = ?:1 eiz - #:
n 2
n — Zi: qi
Sqq = Zizl(Qi_Q)z =Y q; —( nl ) ;
e = Z:::llel,
_ Y4
q===

O coeficiente de correlagéo R, foi entdo comparado com o Rcrit(n) para um

nivel de significancia a de 0,05, como descrito na Equacao 16.

0,1288 0,6118 + 1,3505

Rcerit(n) = 1,0063 — 7= ~ —

Equacéo 16

O coeficiente de correlagdo R., deve ser maior que o valor de Rcrit(n).

Valores abaixo indicam, a ndo normalidade dos residuos da regressao.
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3.6.1.4 Teste de homoscedasticidade

A homoscedasticidade dos residuos da regressao foi verificada através do
teste de Levene (LEVENE, 1960), modificado por Brown & Forsythe (BROWN;
FORSYTHE, 1974). Foi testada a hipbétese nula Hy de que as variancias dos
residuos nao diferem entre si (homoscedasticas) contra a hipétese alternativa H; de
que as variancias dos residuos sao diferentes (heteroscedasticas). A hipbtese nula é
rejeitada quando a estatistica calculada t; for maior que o valor de t critico, obtido
da distribuicao t(1—q/2;n,+n,-2)-

Os residuos foram divididos igualmente em dois grupos, porém sem haver
separacao de repeticées de um mesmo nivel em grupos diferentes. Um deve conter
0s niveis de menor concentragdo e outro os niveis restantes. Foram calculadas as
medianas dos residuos de cada grupo (é; e é,), o valor absoluto das diferencas
entre os residuos e as medianas dos respectivos grupos (d,; = |é1 — €1j| edy; =
|é2 — ezj|), a média das diferencas d,e a soma dos quadrados dos desvios SQD,dos

valores d,; de cada k grupo. A estatistica ¢, foi obtida pela Equagéo 17.

t, = @ Equacao 17
(Rr+ag)sh

1 2
onde,

Nk
- oy i , o
dy = ];— (desvio médio de cada k grupo),

k

dyj = |ék — ekj| (modulo do desvio da mediana de cada k grupo),
n,= numero de dados em cada k grupo,

é,= mediana de cada k grupo,

g ng -
Z Z (dij—di)?
s2 = k=1"J=1
p

(n1+ny-2)

(variancia combinada).

Ha indicacdo de homoscedasticidade caso a estatistica t;ndo exceda o valor
Critico t(1—q/2;n,+n,~2) Obtido da distribuicdo t de Student (LEVENE, 1960; BROWN;

FORSYTHE, 1974).
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3.6.1.5 Teste de independéncia (autocorrelacao dos residuos)

A autocorrelacao ou independéncia dos residuos foi verificada através do
teste de Durbin-Watson (DURBIN; WATSON, 1951). A hipétese nula H, de que nao
ha autocorrelacdo dos residuos, sendo os residuos independentes, foi confrontada
com a hipétese alternativa H; de que ha autocorrelacao dos residuos. A estatistica
deste teste é a estatistica d, definida pela Equagéo 18.

n
Yizq(ei—ei_1)?

n 2
Zi=1ei

d= Equacéao 18

Foram calculados dois limites criticos d; (limite inferior) e dy (limite superior).
Valores da estatistica d entre os dois limites indicam resultado inconclusivo para o
teste. Valores de d menores que d,, indicam autocorrelagdo e rejeicdo da hipotese
nula com um nivel de significancia de 2a. Valores de d maiores que d indicam
independéncia dos residuos e nao rejeicao da hipétese nula. Os limites d, e dy, para
um nivel de significancia « igual a 0,05 sao dados pelas Equacdes 19 e 20.

2,8607 3,4148 16,6400

d, ~1,9693 — = T T m Equacéo 19

dy ~ 1,9832 — 227 4 22002 4 0202 Equagéo 20

3.6.1.6 Teste de significancia da regresséo e do desvio da linearidade

O teste de significancia da regressao e do desvio da linearidade foi realizado
através da analise de variancia apresentada no Quadro 7, avaliada através da
estimativa dos parametros pelo MMQO.
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Quadro 7 - Andlise de variancia para significancia da regressao e do desvio da

linearidade
FV GL SQ oM F p — valor
n 2 . . . .
. [2.,, 6 =D — )] SQRegr QMgegr  Distribuicdo de probabilidade F
RegreSS&lO 1 Z:L:l(xi Py GLRegr 57;65 DISTF(FRegr; GLRegr; G LResiduo)

n
, n- R SQ
Residuos 22(%-—ya2 EZ&E:zﬁé
- Res
i=1
n

DeS .O da - ~ _ SQ esvio QM esvio i i ica ili
Vi u Z P = 72 D D Distribuicdo de probabilidade F

L|near|dade 2 = GLDesvio QMErroPuro DISTF(FDesvio; GLDesvior; GLErroPuro)

n

Entre u- 2
Niveis 1 %Ok =)
i=1
u Nk SQ
n- _
Ero Puro ) Z Z(yk R O e LE”"PWO
k=17j=1 ErroPuro
n- n _ SQrotar
Tota N
1 i:1(}/l y) GLTotal

FV, fonte de variacdo; GL, graus de liberdade; SQ, soma dos quadrados; QM, média dos quadrados;
F, estatistica da andlise de variancia; p — valor, probabilidade da estatistica calculada; n, nUmero de
pontos da curva analitica; u, nimero de niveis de concentragao; n,, nimero de pontos em cada nivel
de concentragéo; y;, resposta medida; x;, concentracdo do analito; y;, variavel dependente estimada
pela equagao de regressao; y, media das respostas medidas; x, média das concentragdes; yy;, j-
ésima resposta medida do k-ésimo nivel de concentragao; y,, média das respostas medidas do k-
ésimo nivel de concentragéo, ¥, variavel dependente estimada pela equagéo de regresséo para o k-

ésimo nivel de concentragao.
Fonte: (DRAPER; SMITH, 1998).

Foi testada a hipétese nula H, de que a regressao linear ndo € significativa,
contra a hipétese alternativa H; de que a regressao linear € significativa. A hipétese
nula € rejeitada quando a probabilidade da estatistica calculada (p — valor)
observada para a regressao for menor que a significancia a. Assim, a regressao €
considerada significativa quando o p — valor estimado for menor que 0,001 para um
nivel de confianga de 99,9%. Para avaliagdo do desvio da linearidade, € testada a
hipétese nula H, de que ndo ha desvio da linearidade, contra a hipdtese alternativa
H, de que os dados nao se ajustam ao modelo linear. A hipbtese nula é rejeitada
quando a probabilidade da estatistica calculada (p —valor) observada para a
regressao for menor que a significancia «. Com isso, o desvio da linearidade é
considerado nao significativo quando o p — valor estimado for maior que 0,05 para
um nivel de confianca de 95% (DRAPER; SMITH, 1998).
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3.6.2 Efeito de Matriz

Souza (2007) descreve um procedimento analitico para avaliacao do efeito de
matriz, onde uma curva analitica preparada em solvente é comparada com uma
curva preparada na presenca da matriz da amostra. O efeito de matriz é considerado
nao significativo quando as curvas analiticas preparadas nao diferem
estatisticamente entre si.

Para o preparo da curva na presenca da matriz, foram analisadas duas
repeticdes de amostras de filme flexivel de PVC e sacos do tipo “abre e fecha” de
polietileno de baixa densidade - PEBD, sem a presenca de nanoparticulas de prata.
Todas as etapas previstas no método de migracao foram seguidas. Ao final da etapa
de migracao, as quatro solucdes foram reunidas e homogeneizadas formando uma
Unica solugcao de migracao, contendo as matrizes presentes nos dois polimeros. As
solugdes da curva analitica foram preparadas seguindo-se o procedimento descrito
para o preparo da curva analitica em solvente, porém utilizando-se a solucéao de
matriz preparada no lugar da agua desionizada. A Tabela 3 apresenta os dados do
preparo das solugdes de trabalho. A curva analitica foi definida pela analise de trés
replicatas das solugdes de trabalho P1’ a P7’.

Tabela 3 - Preparo das solucdes de trabalho do ensaio de efeito matriz
Concentragao da

Solucdo de  Massa da Aliquota Massa Final da

Solugéo de Trabalho

Trabalho (mg) Solucéo (g) »
(ug L)

P1’ 370,44 25,08183 1,51
P2’ 617,14 25,55546 2,47
P3’ 1238,92 25,44721 4,98
P4’ 1853,6 25,25660 7,51
P5 2472,96 24,73307 10,23
P6’ 3698,69 25,58000 14,80
P7’ 4973,56 24,43274 20,83

P1’ a P7’: Cédigos de identificacao das solugbes de trabalho do ensaio de efeito matriz.
Fonte: O autor, 2020.
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3.6.2.1 Avaliacao dos resultados

Primeiramente foi avaliada a linearidade da curva analitica preparada na
presenca da matriz. Uma vez confirmadas as premissas dos residuos da regressao
(normalidade, homoscedasticidade e independéncia) e as premissas do modelo
(significancia da regressao e ndo desvio da linearidade), a curva foi comparada com
a curva em solvente, preparada anteriormente. Foi verificada a homogeneidade
entre as varidncias dos residuos das duas curvas através do teste de F
(SNEDECOR; COCHRAN, 1989). A hipdétese nula H, de que as variancias dos
residuos das duas curvas (solvente e matriz) ndo diferem entre si foi confrontada
com a hipétese alternativa H, de que as variancias dos residuos sao diferentes. A
hipotese nula é rejeitada quando a probabilidade da estatistica F calculada (p —
valor) for menor que a significancia a/2, para o nivel de confianca estabelecido.

A estatistica F do teste foi calculada através da Equacao 21, com o maior
valor de s%; no numerador e foi utilizada para estimativa do p —valor . A
homoscedasticidade entre as variancias dos residuos das duas curvas € observada
quando p — valor for maior que a significancia a/2 de 0,025, para um nivel de
confianca de 95% e graus de liberdade para as variancias das curvas iguais a n; — 2

(numerador) e n, — 2 (denominador), sendo n 0 numero de pontos da curva.

Sges =
F = % Equacao 21

As curvas foram comparadas através de teste t, confrontando a hipdtese nula
H, de que as inclinagdes e intersecdes nao diferem entre si (ndo ha efeito de matriz)
com a hipétese alternativa H; de que as inclinagdes e intersecdes sao diferentes (ha
efeito de matriz) (SOUZA, 2007). A hip6tese nula de que nao ha efeito de matriz é
rejeitada quando as probabilidades das estatisticas t, e t;, calculadas (p — valor)
sdo menores que a significancia a/2, para o nivel de confianca estabelecido.

Havendo homoscedasticidade entre as varidncias das duas curvas, as
inclinacdes (Equacao 22) e intersegbes (Equacdo 23) sdo comparadas através do
teste t com variancias combinadas. Valores estimados para os p — valores de t, e t,,

maiores que a significancia a/2 de 0,025, para um nivel de confianca de 95% e
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n, + n, — 4 graus de liberdade, indicam que nao ha efeito de matriz. Os indices 1 e 2

diferenciam as curvas preparadas no solvente e na matriz respectivamente.

b1—b ~
ty = _AP1bal Equacao 22
52 52
p_, b
Sxxq Sxxp

ai—a ~
ty = —laaal Equacéo 23
S%Zx% S%Zx%
n1Sxxq MN2Sxx,

onde 52 — (n1_2)55e51+(n2_2)51%esz
»op n,+n,—4

(variancia combinada).

Havendo heterocedasticidade, as inclinagcdes (Equacdo 24) e intersecdes
(Equacao 25) das duas curvas sao comparadas através do teste t com variancias
amostrais ndo homogéneas. Valores estimados para os p — valores de t., e t,
maiores que a significancia a/2 de 0,025, para um nivel de confianca de 95% e v

graus de liberdade (Equacao 26), indicam que nao ha efeito de matriz.

t) = el Equagao 24

2 2
Sresl+5resz
Sxx1  Sxxp

la;—as|

ty ———— Equacao 25
STes12¥T : STes22X3
n1Sxxq  N2Sxx,
2
()
= Equacéo 26

2 2
(512"651/”'1) \ (572"652/712)
nqg-2 ! npy-—2

3.6.3 Determinacéo dos limites de deteccao
3.6.3.1 Limites de detecgdo de tamanho e concentragc&o de prata dissolvida

Para a definicao dos limites de deteccdo de tamanho (LOD;) e da
concentracdo de prata dissolvida (LOD,), foram realizadas quinze leituras de uma
solucdo branca. Com os resultados obtidos, foram calculados a média e o desvio
padrdao do tamanho médio de particula e da concentracdo de prata dissolvida,
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encontrados para as leituras realizadas. Os limites LOD; e LOD, foram calculados
conforme descrito pelas equagdes 27 e 28, respectivamente, com um grau de
confianga de 95% (SOUZA, 2007; INMETRO, 2020).

LOD; =T + tin-11-a) X St Equacéo 27

Onde,

T = média dos tamanhos médios de particula, em nm, determinados para os
brancos,

t = abscissa da distribuicdo de Student unicaudal, dependente do tamanho da
amostra e do grau de confianca,

st = desvio padrdao dos tamanhos médios de particula, em nm, determinados para os

brancos.
LODg = C + tin-11-a) X Sc Equacéo 28

Onde,

C = média das concentracdes de prata dissolvida, em ng kg™, determinadas para os
brancos,

t = abscissa da distribuicdo de Student unicaudal, dependente do tamanho da
amostra e do grau de confianca,

sc = desvio padrdo das concentracdes de prata dissolvida, em ng kg™, determinadas
para os brancos.

3.6.3.2 Limite de deteccao de concentragc&o de particulas

Segundo Laborda e colaboradores (2013), o limite de deteccdo de

concentragdo de particulas (LOD,) é associado a capacidade do método de contar 3

particulas. Assim o LOD,, em particulas kg™, foi determinado pela equacéo 29.

X — X — X Vg Equacao 29
A
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Onde,

TE = eficiéncia de transporte em %,

F = fluxo de amostragem em mL ms™,

t, = tempo de andlise em ms,

Vr = Volume de ressuspensio no ensaio de migragao, em mL,

T, = Tamanho da secdo da amostra, utilizado no ensaio de migragao, em dm?,

R = Razéo superficie/volume, igual a 6 dm? kg™ (UNIAO EUROPEIA, 2011; BRASIL,
2019).

Adicionalmente, o LOD,, foi calculado, em ng kg' de alimento, referente ao

tamanho de particulas determinado para o LODy.
3.6.4 Seletividade

Para a avaliacdo da seletividade do método, foram preparadas solucdes
contendo aproximadamente 100.000 nanoparticulas de prata por mililitro, com
tamanhos de 40 (Sss) € 80 nm (Ssgy), confeccionadas a partir de solugbes
intermediarias.  Adicionalmente, foi preparada uma solugdo contendo
aproximadamente 50.000 nanoparticulas de cada tamanho (Ss4o.s0) por mililitro.

Para o preparo das solucdes intermediarias foram medidas aliquotas de 15 pL
de padrées de nanoparticulas de prata de 40 (Silver Nanospheres — 40 nm, Sigma
Aldrich) e 80 nm (Silver Nanospheres — 80 nm, Sigma Aldrich), com concentragées
iguais a 0,02 mg mL’, equivalentes a 7,2x10"° e 7,4x10° particulas mL",
respectivamente. Os volumes finais das solucdes foram ajustados a 15 mL com
agua mineral. Segundo Laborda e colaboradores (2016), na avaliagdo da
seletividade do método, pode-se utilizar agua mineral como uma matriz complexa
para a medicdo e determinacdo da concentracdo de nanoparticulas de prata em
solucdo. Em seguida as solugcdes de nanoparticulas Sss9, Ssgp € SSs0.80 foram
preparadas medindo-se aliquotas apropriadas das solugdes intermediarias. Os
volumes das aliquotas foram medidos com o auxilio de micropipetas calibradas de
100 e 1000 pL e os volumes finais das solu¢des foram ajustados a 15 mL com agua
mineral. Foram determinadas as concentracoes finais das solugdes, em numero de

particulas mL™", através da concentracdo da solucdo intermediaria e dos volumes
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das aliquotas e finais. A Figura 6 apresenta o fluxo de preparo das solucdes de

nanoparticulas.

Figura 6 - Fluxo de preparo das solucdes de nanoparticulas de prata em agua

mineral
Padrao de nanoparticulas de prata Padrao de nanoparticulas de prata
de 40 nm (7,2x10"° particulas mL™) de 80 nm (7,4x10° particulas mL™)
15 mL (agua mineral) 15 ul |« 15 mL (agua mineral) 15 ul |«
Solugao Intermediaria de Solugao Intermediaria de
nanoparticulas de prata de 40 nm nanoparticulas de prata de 80 nm
(7,2x10" particulas mL™) (7,4x10° particulas mL™)
15 mL (dgua mineral) 21 L |« 15 mL (agua mineral) 203 pL |«

Solucao Ssg

Solucao Ss;

(100.800 particulas mL™) (100.147 particulas mL™)

15 mL
Ml — (dgua mineral)
Solugéao Ssyo . g0 |
52.800 particulas (40 nm) mL"

50.320 particulas (80 nm) mL

A

<«—(102 uL

A

Ss4o: Solugdo de nanoparticulas de prata com tamanho de 40 nm, do ensaio de seletividade; Ssgo:
Solugcdo de nanoparticulas de prata com tamanho de 40 nm, do ensaio de seletividade; Ss4o.s0:
Solugcdo contendo nanoparticulas de prata com tamanhos de 40 nm e 80 nm, do ensaio de
seletividade.

Fonte: O autor, 2020.

As solucdes S4o, Sgo € Ss0.80 foram analisadas por spICP-MS e a quantidade
de particulas determinada experimentalmente, para cada padréo, foi comparada com
as concentracdes presentes nos certificados dos padrdes. Os histogramas obtidos

foram inspecionados visualmente.

3.6.5 Repetibilidade

Para avaliacao da repetibilidade do método, foram analisadas dez repeticoes
genuinas de uma mesma amostra de PEBD, com acao antimicrobiana, contendo

nanoparticulas de prata. Para cada repeticdo, foram realizadas todas as etapas do
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ensaio de migracdo, com simulante alimentar agua desionizada, a 40 °C, por 10
dias. As analises foram conduzidas nas mesmas condi¢cdes analiticas, no menor
espaco de tempo possivel e pelo mesmo analista. Souza (2007), descreve o
procedimento conduzido sob condicdes de repetibilidade, onde a precisdao é
expressa em termos de desvio padrao relativo das concentracées das repeticdes
genuinas ensaiadas. Apds o ensaio de migracao, as solugdes foram analisadas em
sequéncia por splCP-MS. A repetibilidade do método foi avaliada para os
parametros tamanho médio de particula, concentragdo de particulas e concentracao
de prata dissolvida.

O teste foi avaliado por meio da razdo de Horwitz (HorRat), originalmente
calculada para condicdes de reprodutibilidade. Porém € possivel utiliza-la na
avaliagao da repetibilidade utilizando-se o desvio padrao relativo DPR, (Equacao 30)
e 0 desvio padrao relativo previsto DPRP,., ambos em condi¢des de repetibilidade.

DPR, ==x 100 Equacao 30

S
X
onde,

X = média das concentracoes ou tamanhos medidos para as repeticoes,

s = desvio padréao das concentracées ou tamanhos medidos para as repeticoes

genuinas.

Os valores de DPRP, sao tipicamente de meio a dois tercos do valor do desvio
padrao relativo previsto de reprodutibilidade DPRPg, sendo este calculado através da
equacao de Horwitz. A equacgao representa empiricamente as alteracées no DPRPy
ocasionadas por variagdes na concentragcdo da amostra. Para concentragdes
inferiores a 120 ng kg™’ ou fracdo de massa de 1,2x107, o DPRP; é igual a 22 %
(Equacao 31) (HORWITZ; ALBERT, 2006). Para o célculo do DPRP., neste trabalho
foi utilizada a razao maxima de dois tercos (Equacao 32). Para que fosse possivel a
avaliacdo dos resultados pela razdo de Horwitz, o tamanho de particula foi
convertido em massa de particula por evento e em seguida em massa de particula
pelo volume relacionado a cada evento (“dwell time”), sendo este ultimo convertido
em massa. Assim, os desvios relativos foram avaliados em ng de particula por kg. A

concentracao de particulas foi convertida em massa de particulas por kg de alimento
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(ng kg'), sendo considerado o tamanho médio de particulas determinado para cada

repeticdo genuina.
DPRP, = 22% Equacéo 31
DPRP, ==X 22 = 14,67% Equagéo 32

O método é considerado repetitivo com um valor de HorRat, (Equacao 33)

menor ou igual a 2.

DPR;
DPRP;

HorRat, = Equacéo 33

3.6.6 Precisao Intermediaria

Em dois dias diferentes, foram preparadas e analisadas, nove repeticdes de
uma mesma amostra de PEBD, com acao antimicrobiana, contendo nanoparticulas
de prata. Para cada repeticdo, foram realizadas todas as etapas do ensaio de
migracao, com simulante alimentar 4gua desionizada, a 40 °C, por 10 dias. Ao final
do ensaio de migragcao, foram determinados o tamanho médio, a concentracao de
nanoparticulas de prata e a concentracao de prata dissolvida, que foram convertidos
em massa da particula (ng) kg, ng kg e pg kg, respectivamente. O teste foi
avaliado através da determinacdo do desvio padrdao de precisdo intermediaria
relativo ao tempo sizemp, (Equagado 34) e do desvio padrédo relativo de precisdo

intermediaria DPR,,.int (EQuagao 35).

t
n
. 1 _ ~
Sltempo = | 76Dy E Zk_l(xjk — X;)? Equacéo 34
j=1 -

DPRyrecint = Site% x 100 Equacéo 35

onde,
t = dias de analise,
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n = repeticdes genuinas por dia,
x = concentracdo medida para a repeticao,

X = média das concentracées medidas para as repeticdes.

A razédo HorRaty (Equagdo 36) foi calculada pela divisdao entre o desvio
padréo relativo de precisio intermediaria DPRy,ccine € 0 DPRPR. Valores de HorRatg

menores ou iguais a 2 indicam precisao intermediaria adequada.

DPRprecint

HorRatg = DPRP
R

Equacéo 36

3.6.7 Recuperacao

Para avaliacao da recuperacdao do método de splCP-MS, foram preparadas
solugdes de nanoparticulas de prata, contendo aproximadamente 100.000 particulas
por mililitro, com tamanhos de 40 (Sr40) e 80 nm (Sr80), conforme descrito no item
3.6.4, para o ensaio de seletividade. Contudo, todas as solucbdes foram preparadas
em agua desionizada. A Figura 7 apresenta o preparo das solugcdes em agua
desionizada.

Figura 7 - Fluxo de preparo das solucdes de nanoparticulas de prata em agua

desionizada
Padrao de nanoparticulas de prata Padrao de nanoparticulas de prata
de 40 nm (7,2x10™ particulas mL™) de 80 nm (7,4x10° particulas mL™)

4

A

15 mL (agua desionizada) [« 15 uL 15 mL (agua desionizada) [« 15 L |«

v v

Solucéo Intermediaria de Solucao Intermediaria de
nanoparticulas de prata de 40 nm nanoparticulas de prata de 80 nm
(7,2x10" particulas mL™) (7,4x10° particulas mL™)

A

203 L

A
A

15 mL (4dgua desionizada) 21 uL 15 mL (agua desionizada)

A

Solugao Sry Solugao Srg

(100.800 particulas mL™) (100.147 particulas mL™")

Sryo: Solugdo de nanoparticulas de prata com tamanho de 40 nm, do ensaio de recuperagao; Srgo:
Solucdo de nanoparticulas de prata com tamanho de 40 nm, do ensaio de recuperagao.
Fonte: O autor, 2020.
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As solucbes Srsqo € Srgy foram analisadas cinco vezes por splCP-MS e a
quantidade de particulas média determinada para cada padréo foi comparada com a

esperada. A equacao 37 apresenta a recuperacao calculada do método RM%.
RM% = % x 100 Equacéo 37

onde,

Cd = média das concentragdes, em nimero de particulas por mL, determinadas para
a solucao,
Cs = concentragcdo, em numero de particulas por mL, calculada para a solugao

preparada.
3.7 Incerteza de medicao

As incertezas de medicao, associadas a determinacao do tamanho médio de
particula, concentracdo de particulas e da concentracdo de prata dissolvida,
presentes nas solu¢cées de migracdo, foram estimadas através da identificacao,
quantificacdo, e combinacdo das contribui¢cdes individuais para a incerteza final.
Nesta abordagem, chamada de “bottom-up”, a incerteza combinada final é derivada
das incertezas dos componentes individuais, sendo adotada pela ISO (TOMIC;
NASIPAK; BABIC, 2012). A estimativa da incerteza de medicéo foi baseada nas
diretrizes definidas no guia para Quantificagdo da Incerteza nas Medi¢cdes Analiticas
(EURACHEM, 2012) e no Guia para a Expressao da Incerteza de Medicao — ISO
GUM (INMETRO, 2012a).

3.7.1 Incertezas associadas a concentracdo de prata dissolvida e ao tamanho

médio da particula

As principais fontes de incerteza identificadas para a concentragédo de prata
dissolvida e para o tamanho médio da particula na solucdo foram: incerteza

associada a curva analitica (u,)) € a incerteza associada a repetibilidade do

mMétodo (U(rep))-
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3.7.1.1 Incerteza associada a curva analitica uy,,

A incerteza associada a interpolagdo na curva analitica uy,, € baseada no

calculo do intervalo de confianga da curva de prata dissolvida, construida através do
MMQO, considerando-se o modelo de resposta linear (EURACHEM, 2012). A

incerteza associada a curva analitica foi estimada através da Equacao 38.

Sresidua 1 1 (X _2)2 ~
Ux,) = + X \/; +-+ OST Equacao 38

onde,

2
¥ (v, —\2 . .- ,
Sresidual = /% Sex = X7=1(X; — X)", X, é a massa média das particulas em

Hg (Incerteza associada a determinagdo do tamanho das particulas) ou a
concentragdo de prata dissolvida em pg L™ (Incerteza associada & concentragdo de
prata dissolvida), p 0 nimero de repeticées para determinar X,, n o0 numero total de
determinagbes para construgdo da curva analitica, X a média dos valores da

abscissa da curva analitica, e b a inclinagéao da reta.

3.7.1.2 Incerteza associada a repetibilidade vy,

A incerteza associada a repetibilidade € oriunda de efeitos aleatérios e é em
geral medida a partir de experimentos repetidos e quantificada em termos de desvio
padrao de resposta (EURACHEM, 2012). As incertezas associadas a repetibilidade
do método u.p) foram calculadas pelos desvios padrdo do tamanho médio da
particula (Incerteza associada a determinacdo do tamanho das particulas) e da
concentracdo de prata dissolvida (Incerteza associada a concentragcdao de prata

dissolvida), das repeticoes analisadas no ensaio de repetibilidade (Equacao 39).

Ulrep) = % Equacéo 39

onde, S é o0 desvio padrdao do parametro representado pelo tamanho médio da

particula (Incerteza associada a determinacdo do tamanho das particulas) e pela
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concentracdo de prata dissolvida (Incerteza associada a concentragcdo de prata
dissolvida), para as repeticbes do ensaio de repetibilidade e p 0 nimero de

repeticdes do ensaio de repetibilidade.

3.7.1.3 Estimativa da incerteza combinada final u(omp)

As incertezas padrdo combinadas finais u,mp) associadas aos mensurandos,
sendo estes os resultados das medicdes analiticas (tamanho médio da particula e
concentracdo de prata dissolvida), foram obtida pela combinagdo apropriada das
incertezas padrao estimadas para as grandezas de entrada relacionadas a cada
mensurando (EURACHEM, 2012; INMETRO, 2012a). As incertezas combinadas
finais, para o ensaio de migragdo estudado, foram estimadas através da Equacéao
40.

Ure 2 u 2 ~
Ucomp) = Xo X \/( (XO”)) + ( Efo")) Equagao 40
3.7.2 Incerteza associada a concentracao de particulas

Foi estimada a incerteza associada a concentracao de particulas, calculada

em massa de particulas por kg de alimento, para o ensaio de migracao.

3.7.2.1 Incerteza associada a repetibilidade uepc,,

A incerteza associada a repetibilidade ug.¢pc,, foi calculada pelos desvios

padrdo da concentracdo de particulas, calculadas em ng kg' de alimento, das
repeticées analisadas no ensaio de repetibilidade (Equagéao 41).

S ~
Urepyem = 5 Equacéo 41

onde, S é o desvio padrao das concentracdes de particulas, em ng kg de alimento,
determinadas para as repeticoes do ensaio de repetibilidade e p 0 nimero de

repeticdes do ensaio de repetibilidade.
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3.7.2.2 Estimativa da incerteza combinada final uomp)

A incerteza padrdo combinada final u.mp) associada a concentragdo de
particulas, em pg kg' de alimento foi obtida pela combinacdo apropriada das
incertezas padrao estimadas para as grandezas de entrada (EURACHEM, 2012;
INMETRO, 2012a). A incerteza combinada final, para a concentragdo de particulas,

em ug kg de alimento, no ensaio de migracéo, foi estimada através da Equacéo 42.

U(comp) = Cm X \/ (w)z + (M)Z Equacéo 42

Cyrepe Tm

Onde,

Urep)c,,= INCerteza associada a repetibilidade da concentragao de particulas, em ng
n

kg
Cy= Concentracdo em massa de particulas por kg de alimento (ng kg™')

Cyrepe= Concentracdo média em massa de particulas por kg de alimento (ng kg™),
das repeticdes no ensaio de repetibilidade

Uomp)T,,= INCErteza combinada final estimada para o tamanho médio da particula,
em nm

T,,= Tamanho médio da particula, em nm.
3.7.3 Estimativa das incertezas expandidas U

Através das incertezas combinadas finais foram calculadas as incertezas
expandidas associadas ao resultado analitico. A incerteza expandida € uma medida
da incerteza, dada para uma funcéo de distribuicdo de probabilidade apropriada ao
resultado, habitualmente distribuicdo normal, associada a um nivel elevado de
confianca. A incerteza expandida é dada pelo produto entre a incerteza padrao
combinada estimada e um fator de abrangéncia k para um nivel de confianga
desejado (Equagédo 43) (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORAS TECNICAS, 2003;
INSTITUTO PORTUGUES DE ACREDITACAOQ, 2007; OLIVEIRA; AGUIAR, 2009).

U=k X Uomp) Equacéo 43
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onde, k é o fator de abrangéncia.

Nos casos em que a incerteza u,mp)(y) € aproximadamente normal ou os
graus de liberdade efetivos v.sr de uomp)(¥) sao de tamanho significativo, utiliza-
se k = 2 para um nivel de confianca de aproximadamente 95%. Para quase todos os

fins, devido a natureza aproximativa do processo de estimativa da incerteza de
medicao, pode-se adotar k = 2 (EURACHEM, 2012; INMETRO, 2012a).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Amostras selecionadas

Foram selecionadas cinco amostras de materiais plasticos, com acao
antibacteriana pela adicdo de nanoparticulas de prata, disponiveis no mercado. As
amostras foram identificadas univocamente com cédigo “AM-XX”, sendo XX um

namero sequencial de 01 a 05 (AM-01 a AM-5) (Quadro 8).

Quadro 8 - Amostras ensaiadas

Amostra Polimero Alimento em Apresentacao
contato
AM-01 PEBD  Na&o Especificado  Sacos com dispositivo “abre e fecha”
AM-02 PEAD Leite Garrafas plasticas
AM-03 PEBD Leite Sacos plasticos do tipo “barriga mole”
AM-04 PVC Nao Especificado Filme de PVC transparente
AM-05 PVC N&ao Especificado Filme de PVC transparente
PEBD: Polietileno de baixa densidade; PEAD: Polietileno de alta densidade; PVC: Poli (cloreto de

vinila).
Fonte: O autor, 2020.

4.2 Caracterizacao e identificacao

4.2.1 Caracterizacao e identificagdo de nanoparticulas de prata presentes nos
materiais plasticos

A calcinacdo da amostra AM-04 (PVC), a temperatura de 600° C por 4 horas,
produziu um pd amarelado, fino, leve e parcialmente sollvel em etanol 99%, que foi
colocado em uma fita de carbono e o excesso foi retirado soprando-se nitrogénio. O
suporte de aluminio, contendo a fita de carbono, foi colocado no dessecador a
vacuo, por duas horas, antes de introduzi-lo no microscopio. Nas imagens obtidas
por MEV foi possivel observar a presenca de nanoparticulas esféricas entre 17 e 80
nm (Figura 8d). As imagens foram adquiridas com detector de elétrons retro
espalhados (CBS), voltagem de 10 kV e corrente 0,20 nA. A Figura 8 apresenta as
imagens obtidas no MEV para a amostra AM-04.



83

Figura 8 - Imagens adquiridas por MEV, para a amostra de PVC (AM-04)

calcinada

—1pum— - 500 nmss =8

Imagens (a) a (d) adquiridas para a amostra AM-04 calcinada, por microscopia eletronica de
Varredura (MEV), com detector de elétrons retro espalhados (CBS), voltagem de 10 kV e corrente
0,20 nA, nas escalas de 5 ym, 3 um, 1 um e 500 nm, respectivamente. A imagem (d) apresenta as
particulas de prata encontradas, com tamanhos entre 17 e 80 nm. PVC: Poli (cloreto de vinila).
Fonte: O autor, 2020.

A presenca das nanoparticulas de prata, na amostra, foi confirmada por EDS.
A baixa massa das nanoparticulas de prata em relacdo a quantidade de matriz
presente na amostra dificultou a sua identificacdo. Assim, para maximizar a relagao
entre a massa da particula e a massa da matriz, o espectrograma foi obtido sobre a
particula (Figura 8d). A Figura 9 apresenta o espectrograma referente a particula

selecionada.
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Figura 9 - Espectrograma da particula observada na amostra de PVC (AM-04)
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Espectrograma adquirido para a particula de 80,1 nm (Figura 5d), para a amostra AM-04 calcinada,
por espectrometria de energia dispersiva de raios-X (EDS), no microscépio eletrdnico de varredura
modelo Helios Nanolab 650 (FEI Company, Oregon, EUA), equipado com espectrdmetro de energia
dispersiva por raios-X. PVC: Poli (cloreto de vinila).

Fonte: O autor, 2020.

A calcinacao das amostras AM-02 (PEAD) e AM-03 (PEBD), a temperatura de
600° C por 4 horas, resultou em um pé branco e insoluvel em etanol 99 %, para os

dois polimeros. As cinzas de cada polimero foram colocadas em uma fita de

carbono, o excesso foi retirado soprando-se nitrogénio e o suporte de aluminio,

contendo a fita de carbono, foi introduzido no microscépio. Nas imagens obtidas nao

foi possivel observar a presenca de nanoparticulas de prata, possivelmente devido a

grande quantidade de matriz presente nas cinzas. As imagens foram adquiridas com

detector CBS, com voltagem de 10 kV e corrente 0,20 nA. As Figuras 10 e 11

apresentam as imagens obtidas no MEV para as amostras AM-02 e AM-03,

respectivamente.
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adquiridas por MEV, para a amostra de PEAD (AM-02)

Figura 10 - Imagens

calcinada
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Imagens (a) a (d) adquiridas para a amostra AM-02 calcinda, por microscopia eletrfnica de
Varredura (MEV), com detector de elétrons retro espalhados (CBS), voltagem de 10 kV e corrente
0,20 nA, nas escalas de 5 um, 2 um, 1 um e 500 nm, respectivamente. PEAD: Polietileno de alta

densidade.
Fonte: O autor, 2020.
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Figura 11 - Imagens adquiridas por MEV, para a amostra de PEBD (AM-03)

calcinada

_ - »
Imagens (a) a (d) adquiridas para a amostra AM-03 calcinada, por microscopia eletronica de
Varredura (MEV), com detector de elétrons retro espalhados (CBS), voltagem de 10 kV e corrente
0,20 nA, nas escalas de 5 um, 2 um, 1 um e 500 nm, respectivamente. Helios Nanolab 650 (FEI
Company, Oregon, EUA). PEBD: Polietileno de baixa densidade.

Fonte: O autor, 2020.

Devido a baixa concentragcao de nanoparticulas de prata na matriz, resultante
da calcinagdo das amostras de PEAD e PEBD, n&o foi possivel confirmar a presenca
da prata. Foram selecionadas trés areas para cada polimero e avaliadas através de
EDS. Os espectros apresentados indicam uma alta concentragdo de titdnio nas
amostras. As Figuras 12 e 13 apresentam os espectrogramas obtidos para as

amostras AM-02 e AM-03, respectivamente.



Figura 12 - Espectrograma das areas (a) 1, (b) 2 e (c) 3 da amostra de PEAD (AM-

02)
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Espectrogramas adquiridos para as areas 1 (a), 2 (b) e 3 (c), da amostra AM-02, por espectrometria
de energia dispersiva de raios-X (EDS), no microscépio eletronico de varredura modelo Helios
Nanolab 650 (FEI Company, Oregon, EUA), equipado com espectrdmetro de energia dispersiva por
raios-X. PEAD: Polietileno de alta densidade.
Fonte: O Autor (2020).
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Figura 13 - Espectrograma EDS das areas (a) 1, (b) 2 e (c) 3 da amostra de PEBD
(AM-03)
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Espectrogramas adquiridos para as areas 1 (a), 2 (b) e 3 (c), da amostra AM-03, por espectrometria
de energia dispersiva de raios-X (EDS), no microscopio eletrbnico de varredura modelo Helios
Nanolab 650 (FEI Company, Oregon, EUA), equipado com espectrometro de energia dispersiva por
raios-X. PEBD: Polietileno de baixa densidade.

Fonte: O autor, 2020.




4.3 Validacao da metodologia

4.3.1 Conversao da curva de prata dissolvida, preparada em agua desionizada, em

fluxo de massa

As concentracbes dos padrdes de prata dissolvida, preparados em agua
desionizada, foram convertidas em massa por evento (fluxo de massa). A tabela 4

apresenta os resultados obtidos. O fluxo de amostragem medido foi de 0,2 mL min”

e a TE calculada de 9,387 %.

Tabela 4 - Preparo das solugdes de trabalho do ensaio de linearidade

Concentragao da Solucao

= Fluxo de Massa
S%:%i?hge de Trabalho (ug evento™)
(Mg L)

P1 1,50 2,35x107"
P2 2,52 3,95x10™""
P3 5,09 7,97x10™"
P4 7,55 1,18x107"°
P5 10,07 1,58x1071°
P6 15,20 2,38x107°
P7 20,03 3,13x107

Fonte: O autor, 2020.

4.3.2 Avaliacao da linearidade da curva de fluxo de massa preparada em solvente

4.3.2.1 Tratamento de valores extremos

A presenca de valores extremos foi avaliada pelo método dos residuos
padronizados Jacknife. As replicatas i= 17 e 18 foram consideradas extremas e

removidas do conjunto de dados. A Figura 14 apresenta a curva analitica final apés

a remocao dos valores extremos.
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Figura 14 - Curva de fluxo de massas final em solvente
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Fonte: O autor, 2020.

4.3.2.2 Teste de normalidade

A normalidade dos residuos da regressao foi verificada pelo teste Ryan-
Joiner. O coeficiente de correlagédo R., entre e; e q; € 0 valor de Rcrit foram
calculados e a Tabela 5 apresenta os resultados obtidos. O valor de R, encontrado,
maior que o valor critico Rcrit (a=0,05) indica que os residuos da regressao seguem

a distribuicao normal.

Tabela 5 - Normalidade dos residuos da regresséo (teste de Ryan-Joiner) - R, €

Rcrit calculados

Req Rcrit (a=0,05)
0,98 0,95

R.q, coeficiente de correlagéo entre e; e q;; Rcrit, R critico.
Fonte: O autor, 2020.

4.3.2.3 Teste de homoscedasticidade

A homoscedasticidade dos residuos da regressao foi verificada através do
teste de Levene (1960), modificado por Brown e Forsythe (1974). A Tabela 6

apresenta os resultados obtidos. O valor encontrado para a estatistica t;, menor que
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o valor critico t(1-q/2;n,+n,~2)iNdica a homoscedasticidade dos residuos, com um

nivel de confianca de 95%.

Tabela 6 - Homoscedasticidade dos residuos da regressao (teste de Levene) -
Resultados Obtidos

Estatistica Grupo 1 Grupo 2
n 12 7
Mediana 3,32x107 -8,58x107
dm 1,84x10" 2,11x10™
SQD 3,14x10 3,16x10"

s? 3,70x10”
tr 0,287
2,110

tcrz'tico
n, nimero de observagdes no grupo; dm, média das diferengas entre cada residuo e a mediana do
seu grupo; SQD, soma dos quadrados dos desvios; sg , variancia combinada; t;, estatistica t
calculada; tic0, €Statistica t tabelada.
Fonte: O autor, 2020.

4.3.2.4 Teste de independéncia (autocorrelacdo dos residuos)

A autocorrelacédo dos residuos foi verificada através do teste de Durbin-
Watson. A Tabela 7 apresenta os resultados obtidos para os limites d, (inferior) e dy
(superior) com um nivel de significancia de 0,05. O valor calculado para a estatistica
d do teste, maior que o limite superior, indica a independéncia dos residuos. A

Figura 15 apresenta graficamente a independéncia dos residuos da regresséo.

Tabela 7 - Independéncia dos residuos da regressao (teste de Durbin-Watson) -
Limites dL e dU calculados

d di dy

2,119 1,179 1,401

d, estatistica d; d,, limite inferior; dy, limite superior.
Fonte: O autor, 2020.




Figura 15 - Gréafico de Durbin-Watson (e; x ei-1)
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Fonte: O autor, 2020.

4.3.2.5 Teste de significancia da regresséo e desvio da linearidade

O teste de significAncia da regressao e desvio da linearidade foi realizado

através da andlise de variancia - ANOVA. A Tabela 8 apresenta os resultados

obtidos.

Tabela 8 - Analise de variancia para significancia da regressao e do desvio da

linearidade

FV GL SQ QM F p — valor
Regresséo 1 1,22x10°  1,22x10°  1,56x10* 1,23x10™°
Residuos 17 1,33 7,83x1072
Desvio da Linearidade 5 7,47x10"  1,49x10" 3,07 5,17x1072
Erro Puro 12 584x10"  4,87x10?
Total 18 1,22x10°

FV, fonte de variacdo; SQ, soma dos quadrados; GL, graus de liberdade; QM, média dos quadrados;
F, estatistica da andlise de variancia; p — valor, probabilidade da estatistica calculada.

Fonte: O autor, 2020.

O p —valor observado para a regressdo da curva foi inferior a 0,001

indicando que a regressao € significativa, com um nivel de confian¢a de 99,9%. O

p — valor observado para o desvio da linearidade da curva foi superior a 0,05

indicando que a falta de ajuste ao modelo linear nao é significativa com um nivel de

confianga 95%. A linearidade das curvas preparadas confirma a utilizacdo da faixa

de trabalho adotada, sendo esta de (2,3 a 31,3) x10™'" ug evento™, referente a 1,5 a

20,0 ug L de prata dissolvida.
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4.3.3 Efeito de matriz

4.3.3.1 Conversdo da curva de prata dissolvida, preparada em matriz, em fluxo de

massa

As concentracoes dos padrdes de prata dissolvida, preparada em matriz,
foram convertidas em massa por evento (fluxo de massa). A tabela 9 apresenta os
resultados obtidos. O fluxo de amostragem medido foi de 0,2 mL min” e a TE
calculada de 9,387 %.

Tabela 9 - Preparo das solugdes de trabalho do ensaio de efeito matriz

S_?Iugéo de Concerg;a_%?;bgﬁ]golugéo Fluxo de Mafsa
rabalho (ug L) (ug evento™)
P1’ 1,51 2,36x10™"

P2’ 2,47 3,87x10™"

P3’ 4,98 7,79x10™"

P4’ 7,51 1,17x107°
P5’ 10,23 1,60x107"°
P6’ 14,80 2,31x107°
P7’ 20,83 3,26x107°

Fonte: O autor, 2020.

4.3.3.2 Avaliacdo da linearidade da curva preparada na presenca da matriz

4.3.3.2.1 Tratamento de valores extremos

A presenca de valores extremos foi avaliada pelo método dos residuos
padronizados Jacknife. Na curva analitica preparada na presenca da matriz, as
repeticdes 1= 19 e 21 foram consideradas extremas e removidas do conjunto de
dados. A Figura 16 apresenta a curva analitica final apdés a remocao dos valores

extremos.
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Figura 16 - Curva analitica final em matriz
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Fonte: O autor, 2020.

4.3.3.2.2 Teste de normalidade

A normalidade dos residuos da regressao foi verificada pelo teste Ryan-
Joiner. O coeficiente de correlagédo R., entre e; e q; € 0 valor de Rcrit foram
calculados e a Tabela 10 apresenta os resultados obtidos. O valor de R,
encontrado, maior que o valor critico Rcrit (0=0,05) indica que os residuos da

regressao seguem a distribuicdo normal.

Tabela 10 - Normalidade dos residuos da regressao (teste de Ryan-Joiner) - Req e
Recrit calculados

Req Rcrit (a=0,05)
0,97 0,95

Req, coeficiente de correlagéo entre e; e g; Rerit, R critico.
Fonte: O autor, 2020.

4.3.3.2.3 Teste de homoscedasticidade

A homoscedasticidade dos residuos da regressao foi verificada por meio do
teste de Levene (1960), modificado por Brown e Forsythe (1974). A Tabela 11

apresenta os resultados obtidos. O valor encontrado para a estatistica t;, menor que
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0 valor critico t(1—q/2;n,+n,-2) indica a homoscedasticidade dos residuos, com um

nivel de confianca de 95%.

Tabela 11 - Homoscedasticidade dos residuos da regressao (teste de Levene) -
Resultados Obtidos

Estatistica Grupo 1 Grupo 2
n 12 7
Mediana -4,74x10® 2,01x103
dm 8,32x10% 2,02x10™
SQD 1,09x10" 1,46x10"

sz 1,50x107
t 2,031
Eoritico 2,110

n, numero de observagcdes no grupo; dm, média das diferencas entre cada residuo e a
mediana do seu grupo; SQD, soma dos quadrados dos desvios; s;, variancia combinada; t,
estatistica t calculada; t.c., €statistica t tabelada.

Fonte: O autor, 2020.

4.3.3.2.4 Teste de independéncia (autocorrelacdo dos residuos)

A autocorrelagao dos residuos foi verificada por meio do teste de Durbin-
Watson. A Tabela 12 apresenta os resultados obtidos para os limites d,, (inferior) e dy
(superior) com um nivel de significancia de 0,05. O valor calculado para a estatistica
d do teste, maior que o limite superior, indica a independéncia dos residuos. A
Figura 17 apresenta graficamente a independéncia dos residuos da regresséo.

Tabela 12 - Independéncia dos residuos da regressao (teste de Durbin-Watson) -
Limites d. e dvcalculados

d di dy

2,388 1,179 1,401

d, estatistica d; d., limite inferior; dy, limite superior
Fonte: O autor, 2020.
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Figura 17 - Grafico de Durbin-Watson (e; x e.7), curva em matriz
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Fonte: O autor, 2020.

4.3.3.2.5 Teste de significAncia da regressédo e desvio da linearidade

O teste de significAncia da regressao e desvio da linearidade foi realizado

através da analise de variancia - ANOVA. A Tabela 13 apresenta os resultados

obtidos.

Tabela 13 - Analise de variancia para significancia da regressado e do desvio da
linearidade (DEHP)

FV GL SQ oM F p — valor
Regressio 1 1,02x10°  1,02x10® 2,95x10* 5,57x10%°
Residuos 17 5,89x10"  3,46x10?

Desvio da Linearidade 5 1,98x10" 3,95x10? 1,21 3,61x10™"
Erro Puro 12 3,91x10" 3,26x10?
Total 18 1,02x10°

FV, fonte de variagdo; SQ, soma dos quadrados; GL, graus de liberdade; QM , média dos
quadrados; F, estatistica da andlise de variancia; p — valor, probabilidade da estatistica calculada.

Fonte: O autor, 2020.

O p —valor observado para a regressao da curva foi inferior a 0,001,
indicando que a regressao € significativa, com um nivel de confian¢a de 99,9%. O
p — valor observado para o desvio da linearidade da curva foi superior a 0,05,
indicando que a falta de ajuste ao modelo linear ndo é significativa, com um nivel

de confianca de 95%.
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4.3.3.3 Avaliacdo do efeito de matriz

A homoscedasticidade entre as variancias dos residuos das duas curvas foi
verificada através do teste F (SNEDECOR; COCHRAN, 1989). A Tabela 14
apresenta as variancias de cada curva (solvente e matriz), e as estatisticas F.

Tabela 14 - Avaliacao da homoscedasticidade entre as varidncias dos residuos das
duas curvas

Teste F
Szres Solvente 0,229
Szres Matriz 0,1 35
Nsolvente 21
NMatriz 21
F calculado 1 ,700
p — valor 0,128

S2s, variancia dos residuos da curva; n, nUmero de pontos da curva analitica;
p — valor, probabilidade da estatistica calculada.
Fonte: O autor, 2020.

Sendo as variancias das curvas analiticas consideradas homoscedasticas,
com um nivel de confianca de 95%, as suas inclinacées e intersecoes foram
comparadas através do teste t com varidncias combinadas. A Tabela 15 apresenta
os resultados das estatisticas t» e t,para as curvas analiticas. A Figura 18 apresenta
a comparacao entre as curvas analiticas preparadas na presenca do solvente e da

matriz.

Tabela 15 - Comparacgao das inclinagdes e intersecoes das curvas

Teste t
th 2,310
ta 1,620
GL 38
p-valor(ty) 0,026
p-valor(t,) 0,113

t», valor de ¢ calculado para a inclinacao; t,, valor de t calculado para a interse¢ao;
GL, graus de liberdade; p-valor, probabilidade da estatistica calculada.
Fonte: O autor, 2020.
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Figura 18 - Comparacao entre as curvas analiticas preparadas na presenca do

solvente (azul) e da matriz (vermelho)
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Fonte: O autor, 2020.

Os resultados do teste permitem afirmar que o método ndo apresenta efeito
de matriz, pois as curvas analiticas preparadas no solvente e na presenca da matriz
se equivalem, com um nivel de confianca de 95%. Adicionalmente conclui-se que a
matriz ndo apresenta interferéncia significativa na quantificacao da prata dissolvida e

na determinagéo do tamanho da particula.
4.3.4 Determinacéo dos limites de deteccao
4.3.4.1 Limites de detecgdo de tamanho e concentragc&o de prata dissolvida
Os limites LOD; e LOD,; foram obtidos por meio dos desvios padrao

calculados para as quinze amostras brancas analisadas. A Tabela 16 apresenta as

médias e os desvios padrao calculados e a Tabela 17 apresenta os limites obtidos.
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Tabela 16 - Médias e desvios padrao calculados para o tamanho médio e

para a concentracdo de prata dissolvida

. Tamanho médio Concentracao de prata dissolvida
Repeticao p
(nm) (ng kg™)

1 22,7 45,0

2 18,2 43,4

3 18,2 43,1

4 18,3 43,4

5 18,2 43,4

6 18,2 43,3

7 18,5 43,6

8 18,3 43,2

9 18,3 43,2

10 18,3 43,1

11 18,3 43,1

12 18,2 43,1

13 18,3 43,0

14 18,3 43,0

15 18,3 43,0
Média 18,6 43,3
Desvio Padréao 1,1 0,5

Fonte: O autor, 2020.

Tabela 17 - Limites de deteccao de tamanho (LOD;) e de concentragéo de

prata dissolvida (LOD,)

Tamanho médio Concentracgéo de prata

dissolvida
(nm), LODy (ng kg"), LOD,
Limite de Deteccéao 21 44

Fonte: O autor, 2020.

Os limites de detecgcdo de tamanho e concentracdo de prata dissolvida,
representam o menor tamanho de particula e concentracdo de prata dissolvida,
respectivamente, capazes de gerar um sinal superior ao ruido. Assim, nas condicées
dos ensaios realizados, o0 método de migracdo ndo é capaz de detectar, com
precisdo e exatiddo adequadas, particulas menores que 21 nm e concentracdes de

prata dissolvida inferiores a 44 ng kg™ de alimento.
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4.3.4.2 Limite de deteccao de concentracao de particulas

O LOD, determinado durante a validagéo do método foi de 96 particulas mL",
equivalente a 5,7x10° particulas kg' de alimento, para um tamanho médio de

particulas de 21 nm, fluxo de amostragem de 0,2 mL min™ e TE igual a 9,387 %.

4.3.5 Repetibilidade

Foram determinados os tamanhos médios das particulas, as concentragoes
de particulas, e as concentragdes de prata dissolvida para as repeticoes analisadas.
A Tabela 18 apresenta os valores calculados para o desvio padrao relativo DPR,.,
DPRP. e 0 HorRat,. Os resultados obtidos indicam que o método apresenta

repetibilidade adequada para os trés parametros.

Tabela 18 - Avaliacdo da Repetibilidade

Tamanho Médio da Concentracao de Concentracao de prata
Particula Particulas dissolvida
DPR,. (%) 15,46 5,73 23,98
DPRP. (%) 14,67 14,67 14,67
HorRat, 1,05 0,39 1,64

DPR,.: desvio padréo relativo (repetibilidade); DPRP,: desvio padrdo relativo previsto
(repetibilidade); HorRat,: razao de Horwitz (repetibilidade).
Fonte: O autor, 2020.

4.3.6 Precisao intermediaria

Foram determinados os tamanhos médios de particulas, as concentragbes de
particulas, e as concentracdes de prata dissolvida para as repeticoes analisadas nos
dois dias de ensaio. As Tabelas 19, 20 e 21 apresentam os resultados obtidos para
o tamanho médio de particula, concentracdo de particulas, e concentragdo de prata
dissolvida, respectivamente. Os resultados obtidos indicam precisao intermediaria
adequada para os trés parametros.
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Tabela 19 - Avaliacdo da Precisado Intermediaria (Tamanho médio de particulas)

Tamanho médio de particulas em

Amostras massa da particula (ng) kg

Dia 1 Dia 2
Média 1,37 1,08
Si(tempo) 0,45
DPRprecint (%) 36,81
DPRPg (%) 22
HorRat, 1,67

DPR,,¢cint: desvio padréo relativo (precisdo intermediaria); DPRPy: desvio padréo relativo
previsto (reprodutibilidade) HorRat,: razdo de Horwitz (reprodutibilidade).
Fonte: O autor, 2020.

Tabela 20 - Avaliacdo da Precisdo Intermediaria (Concentracdo de
particulas)

Concentragao de particulas em

Amostras ng de particulas kg™

Dia 1 Dia 2
Média 2,38 2,28
Si(tempo) 0,15
DPRprecint [%) 6,07
DPRPg (%) 22
HorRat, 0,28

DPR,,ecine, desvio padréo relativo (precisao intermediaria); DPRPg, desvio padrao relativo

previsto (reprodutibilidade) HorRat,, razdo de Horwitz (reprodutibilidade).
Fonte: O autor, 2020.

Tabela 21 - Avaliacdo da Precisdo Intermediaria (Concentracdo de prata

dissolvida)
Concentracao de prata dissolvida em

Amostras ng kg™

Dia 1 Dia 2
Média 0,05 0,05
Si(tempo) 0,01
DPRprecint (%) 19,02
DPRPg (%) 22
HorRat, 0,86

DPR,,¢cint: desvio padréo relativo (preciséo intermediaria); DPRPg: desvio padréo relativo

previsto (reprodutibilidade) HorRat,: razdo de Horwitz (reprodutibilidade).
Fonte: O autor, 2020.
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4 .3.7 Seletividade

Nos histogramas de distribuicdo de tamanho das particulas de prata,
apresentados para as solucdes Ssy € Ssgp, a distribuicdo observada indica a
predominancia de particulas de um tamanho em cada solucdo, com médias de 37,4
e 73,3 nm, respectivamente. Os tamanhos de particulas determinados
experimentalmente sdo condizentes com os declarados pelo fabricante, sendo iguais
a 93,5 e 91,6 % dos declarados para os padrées de 40 e 80 nm, respectivamente.
Os resultados apresentados indicam a capacidade do método em determinar o
tamanho das particulas mesmo na presenca da matriz. As Figuras 19 e 20
apresentam os histogramas da distribuicdo de tamanho das solugoes.

Figura 19 - Histograma da distribuicdo de tamanho das particulas de prata da

solucao Ssag
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Histograma da distribuicdo dos tamanhos das particulas de prata da solugcdo Ssa, determinados
por splCP-MS (NexION 300D, Perkin Elmer, Massachusetts, EUA). Ss,: Solucdo de
nanoparticulas de prata com tamanho de 40 nm, do ensaio de seletividade.

Fonte: O autor, 2020.
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Figura 20 - Histograma da distribuicdo de tamanho das particulas de prata da

solucao Ssgo
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Histograma da distribuicdo dos tamanhos das particulas de prata da solugdo Ssg, determinados
por splCP-MS (NexION 300D, Perkin Elmer, Massachusetts, EUA). Ssgy: Solucdo de
nanoparticulas de prata com tamanho de 80 nm, do ensaio de seletividade.

Fonte: O autor, 2020.

Para a solucao Ssy.50, preparada com nanoparticulas de 40 e 80 nm, foram
observadas duas distribuigdes normais, indicando a presenca de dois tamanhos
médios de particulas. A Figura 21 apresenta o histograma de distribuicdo de
particulas para a solucao. Os resultados apresentados demonstram a capacidade do
método em diferenciar “populacdes” de particulas com diferentes tamanhos,
indicando seletividade adequada com relagao ao tamanho.
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Figura 21 - Histograma da distribuicdo de tamanho das particulas de prata da

solucao Ss4o.80
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Histograma da distribuicdo dos tamanhos das particulas de prata da solu¢do Ssyo,s0, determinados
por splCP-MS (NexION 300D, Perkin Elmer, Massachusetts, EUA). Ss4g.g0: Solugdo contendo
nanoparticulas de prata com tamanhos de 40 e 80 nm, do ensaio de seletividade.

Fonte: O autor, 2020.

4.3.8 Recuperacéao

Foram determinadas as concentracbes médias de particulas nas replicatas
das solugdes. A solucao Ss4 apresentou uma concentracao experimental de 83.870
particulas mL™, correspondendo a uma recuperagéo de 83,7 %. Enquanto a solugdo
Ssgy apresentou uma concentracdo experimental de 78.147 particulas mL™,
correspondendo a uma recuperacdo de 77,6 %. A Tabela 22 apresenta os
resultados obtidos. Os resultados sdo compativeis com os apresentados por Naasz
e colaboradores (2018), onde foi obtida uma recuperacao 83 % para uma solucao de
prata com 60 nm. Segundo os autores, sao reportadas na literatura recuperacdes
entre 14 e 73 %, quando analisadas matrizes complexas.
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Tabela 22 - Recuperagdes calculadas para os tamanhos de particulas de prata de
40 e 80 nm

Sr40 Sr80
Co,nc_:entraglélo experirpental 83.870 78.932
média (particulas mL™)
Concentracao esperada 100.800 100.147

(particulas mL™)

Recuperacéo (%) 83,7 77,6

Sr4o: Solugdo de nanoparticulas de prata com tamanho de 40 nm, do ensaio de recuperacgao;
Srgo: Solugédo de nanoparticulas de prata com tamanho de 80 nm, do ensaio de recuperacao.
Fonte: O autor, 2020.

4.4 Determinacao da concentracao de prata total nas amostras poliméricas

A Tabela 23 apresenta as concentracbes de prata total dissolvida,
determinadas por splCP-MS, para as amostras de polimeros. As concentracdes
foram reportadas em microgramas de prata por grama do polimero e em percentual
m/m de prata no polimero. A Figura 22 apresenta graficamente os resultados das

concentracdes de prata total nas amostras poliméricas.

Tabela 23 - Concentragdes de prata total nas amostras poliméricas determinadas
por spICP-MS

Concentracao
Amostra Polimero Repeticdo de prata no polimero
(g g™ (% m/m)
-4
AM-01 PEBD 1 9,55 9,55x10°*
2 8,90 8,90x10
-4
AM-02 PEAD 1 5,15 5,15x10"
2 5,42 5,42x10°
-4
AM-03 PEBD 1 4,75 4,75x10"
2 5,65 5,65x10
-4
AM-04 PVC 1 9,52 9,52x10"
2 10,26 1,03x10
1 7,87 7,87x10*
AM-05 PVC :
2 7,42 7,42x10™

Concentragbes de prata, determinadas por splCP-MS (NexION 300D, Perkin Elmer), para as
amostras de polimeros. spICP-MS: espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado,
executado no Modo de Deteccdo Individual; AM-01 a AM-05: Cddigos de identificacdao das
amostras; PEBD: Polietileno de baixa densidade; PEAD: Polietileno de alta densidade; PVC: Poli
(cloreto de vinila).

Fonte: O autor, 2020.
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Figura 22 - ConcentracGes de prata total nas amostras poliméricas determinadas por
splCP-MS
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Apresentacao grafica das concentragdes de prata, determinadas por splICP-MS (NexION 300D,
Perkin Elmer), para as amostras de polimeros. spICP-MS: espectrometria de massa com plasma
indutivamente acoplado, executado no Modo de Deteccao Individual, AM-01 a AM-05: Cédigos de
identificacdo das amostras. PEBD: Polietileno de baixa densidade; PEAD: Polietileno de alta
densidade; PVC: Poli (cloreto de vinila).

Fonte: O autor, 2020.

As amostras AM-02 (PEAD) e AM-03 (PEBD), destinadas ao
acondicionamento de leite, apresentaram concentracdes de prata total semelhantes,
com valores médios de 5,3 e 5,2 ug g"'. As amostras AM-01 (PEBD), AM-04 (PVC) e
AM-05 (PVC), apresentaram concentracdes de prata médias de 9,2,9.9e 7,6 upg g™,
sendo superiores as apresentadas para as amostras destinadas ao
acondicionamento de leite.

A RDC n® 326, de 3 de dezembro de 2019, da Anvisa, estabelece um limite
maximo de composicdo para zeolitos de prata e zinco de 3 %m/m do material
plastico, somente para ser utilizado como agente antimicrobiano (BRASIL, 2019). Os
resultados obtidos indicam a presenca de prata em todas as amostras analisadas,
poréem, em quantidade inferior ao limite maximo estabelecido pela legislacéo.
Contudo, nao é possivel saber se a prata presente nos polimeros foi adicionada na
forma de zeolitos de prata e zinco. Seria necessario um maior estudo da composicao
dos materiais. Além disso, apenas com a determinacao da prata total ndo é possivel
indicar se a prata adicionada nas amostras esta na forma nano. Segundo a
resolucdo, as substancias em nanoformas s6 podem ser utilizadas se tiverem sido
expressamente autorizadas, porém, ndo é descrita na lista positiva, a utilizacao de
nanoparticulas de prata como um possivel aditivo para materiais plasticos

destinados ao contato com alimentos.
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A determinagéao da prata total por spICP-MS, com digestao acida em micro-
ondas, apresentou para a amostra polimérica fortificada uma recuperacéo de 107 %.
O resultado esta dentro do esperado, conforme recomendacdo da AOAC
INTERNATIONAL (AOAC INTERNATIONAL, 2016).

4.5 Determinacao da concentracao de migracao

Para avaliacdo da migracdo de nanoparticulas de prata provenientes de
materiais plasticos em contato com alimentos, foram ensaiadas cinco amostras de
diferentes polimeros, sendo duas de PEBD, uma de PEAD e duas de PVC. Foram
determinados, para cada amostra, o tamanho médio e o nimero de particulas de
prata migradas para o simulante alimentar, e a concentracao de prata dissolvida. Foi
estimada, através do método “bottom-Up’, as incertezas de medi¢do relacionadas
aos tamanhos médios de particulas de prata e as concentragdes de migracdo de
particulas de prata e de prata dissolvida de cada amostra. As Figuras 23 e 24
apresentam graficamente as concentracées de particulas de prata e prata dissolvida,

respectivamente. Os resultados obtidos encontram-se na Tabela 24.

Figura 23 - Concentragdes da migracao de particulas de prata determinadas para as
amostras AM-01 a AM-05, por splCP-MS
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Concentracdo de particulas (ng kg)

Agua Acido Etanol Etanol Etanol Agua Acido Etanol Agua Acido Etanol
Acético 95% 50%  50% Acético 9%5% Acético 95%
AM-01 AM-02 AM-03 AM-04 AM-05

Amostra/ Simulante

Apresentacao grafica das concentracdes de particulas (ng kg1), determinadas por splCP-MS
(NexION 300D, Perkin Elmer), nas solugbes provenientes do ensaio de migragdo em simulante
alimentar. spICP-MS: espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado, executado no
Modo de Deteccédo Individual, AM-01 a AM-05: Cddigos de identificagdo das amostras; PEBD:
Polietileno de baixa densidade; PEAD: Polietileno de alta densidade; PVC: Poli (cloreto de vinila).
Fonte: O autor, 2020.
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Figura 24 - Concentragdes da migracdo de prata dissolvida determinadas para as
amostras AM-01 a AM-05, por splCP-MS
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Amostra/ Simulante

Apresentacdo grafica das concentragdes de prata dissolvida (ug kg 1), determinadas por splCP-MS
(NexION 300D, Perkin Elmer), nas solugbes provenientes do ensaio de migragdo em simulante
alimentar. spICP-MS: espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado, executado no
Modo de Detecgao Individual, AM-01 a AM-05: Cédigos de identificacdo das amostras, LOD: Limite
de deteccdo; PEBD: Polietileno de baixa densidade; PEAD: Polietileno de alta densidade; PVC: Poli
(cloreto de vinila).

Fonte: O autor, 2020.



Tabela 24 - Concentracdes de particulas e de prata dissolvida determinadas, por splCP-MS, nas solucdes provenientes do

ensaio de migracao em simulante alimentar

Concentracao

Concentragao de

Concentragao de

Taxa de migragao

: de particulas Tamanho : ' de prata total da
Amostra Simulante - b prata dissolvida prata total @
(particulas (ng k a alimento) médio (nm) (ng k a alimento) (ngk ahmento) embalagem Para
kg'1 alimento) 9xg 99 gkg o simulante ¢ (%)
Agua 4,48x10° 1,32 +£0,12 37,7+17 53 + 33 54 0,19
AM-01 Acido Acético 3 % 3,25x10° 0,00433 + 0,00038 62,3+2,6 215 + 46 215 0,75
(PEBD)
. 5 0,16
Etanol 95 % 8,15x10 0,0766 + 0,0089 258+2,3 46 + 32 46 (0,00027 M)
AM-02 5
(PEAD - Leite) Etanol 50 % 2,75x10 0,0589 + 0,0054 33,9+1,7 51 +33 51 0,027
AM-03 6
(PEBD - Leite) Etanol 50 % 1,13x10 0,131 £+ 0,014 27,6 +2,0 46 + 32 46 0,24
Agua 3,14x10* 0,0339 + 0,0030 58,1 +2,4 83+15 83 1,2
?IID\A\;(%;‘ Acido Acético 3 % 2.90x10° 135+0,12 945+ 4.1 473 + 76 474 7
Etanol 95 % 7.75x10° 0,134 + 0,013 316+18 <LODy 0,134 @ 0,0020 @
(44 ng kg')
Agua 6,21x10* 0,0744 + 0,0065 60,2+25 66 + 13 67 1,3
. Acido Acético 3 % 76x , +0, 63, + ,
’(*3"\/8? Acido A 3 % 1,76x10* 0,0650 + 0,0057 87,6 £3,8 218+ 35 218 4,1
Etanol 95 % 7,98x10° 0,113 + 0,011 295+1,9 <LODq_ 0,113 ® 0,0022 @
(44 ng kg )

Resultados obtidos, por spICP-MS (NexION 300D, Perkin Elmer), para as solugdes provenientes do ensaio de migracdo em simulante alimentar executado
nas temperaturas de 20 °C (amostras AM-02 e AM-03) e 40 °C (Amostras AM-01, AM-04 e AM-05), por 10 dias. spICP-MS: espectrometria de massa com

plasma indutivamente acoplado, executado no Modo de Detecgao Individual, AM-01 a AM-05: Cédigos de identificagao das amostras, LOD,; :

Limite de

deteccao de prata dissolvida. AM-01 a AM-05: Cédigos de identificagdo das amostras; PEBD: Polietileno de baixa densidade; PEAD: Polietileno de alta
densidade; PVC: Poli (cloreto de vinila). (1) Taxa de migracao considerando somente a migragéo de particulas de prata, (2) Somente foi considerada, para
os calculos da concentracéo total de prata e da taxa de migragéo, a concentracao de particulas, (3) Concentracdo de prata total na solugdo de migragao,
determinada pela soma das concentragées de particulas e prata dissolvida, (4) Relagao entre a concentragéo de prata total determinada no polimero, e a
concentracao de prata total determinada na solugéo de migracao.
Fonte: O autor, 2020.
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As amostras AM-02 e AM-03, destinadas ao acondicionamento de leite,
apresentaram concentracbées de migracdo de prata dissolvida, para o simulante
etanol 50 %, estatisticamente semelhantes, com valores de (51 £ 33) e (46 + 32) ng
kg™ alimento, respectivamente (Figura 21). Contudo, a taxa de migragdo de prata em
relacdo ao conteudo de prata presente na amostra polimérica, foi aproximadamente
nove vezes superior na amostra AM-03, com valores de 0,24 % para a amostra AM-
03 (PEBD) e 0,027 % para a amostra AM-02 (PEAD). A taxa de migracao de prata
total, mais elevada na amostra AM-02, pode estar relacionada a uma maior
dificuldade de migracdo da prata, em relacdo a amostra AM-03, relacionada a
natureza do polimero. A migracao de particulas de prata, em massa de particulas
por kg de alimento, apresentada pela amostra AM-03 (PEBD) foi aproximadamente
2,2 vezes superior a apresentada pela amostra AM-02 (PEAD), com valores de
(0,0589 + 0,0054) e (0,131 * 0,014) ng kg™, respectivamente (Figura 20). Os
tamanhos médios de particulas apresentados para as amostras AM-02 e AM-03
foram de (33,9 £ 1,7) e (27,6 = 2,0) nm, respectivamente.

As amostras AM-04 e AM-05 (PVC), destinadas ao contato com alimentos
nao especificados, apresentaram migracdes de prata dissolvida abaixo do LOD do
método (<44 ng kg™"), para o simulante etanol 95 %. Enquanto a amostra AM-01
(PEBD) apresentou concentragdo de (46 + 32) ng kg, ligeiramente superior ao
LOD. As concentracdes de migracao de particulas de prata, em massa de particulas
por kg do alimento, foram de (0,0766 + 0,0089), (0,134 £ 0,013) e (0,113 £0,011) ng
kg', para as amostras AM-01, AM-04 e AM-05, respectivamente, com tamanhos
médios de particulas entre (25,8 £ 2,3) e (31,6 = 1,8) nm. A taxa de migracédo de
particulas de prata para o simulante, para as amostras AM-04 e AM-05 (PVC), foi de
0,0020 e 0,0022 %, respectivamente, e de 0,00027 % para a amostra AM-01
(PEBD). As taxas de migracao para o simulante etanol 95 % foram determinadas em
relacdo a concentracédo de particulas no simulante, e ndo a prata total, uma vez que,
as amostras de PVC AM-04 e AM-05 apresentaram concentracbes de prata
dissolvida abaixo de LOD.

As amostras AM-01 (PEBD), AM-04 e AM-05 (PVC) apresentaram
concentracdes de migracao, para o simulante 4gua desionizada, iguais a (53 * 33),
(83 + 15) e (66 + 13) ng kg'. As amostras de PVC, AM-04 e AM-05 apresentaram
taxas de migracdo de prata para o simulante aproximadamente 6,3 e 6,8 vezes
maiores, respectivamente, em relagcdo a determinada para a amostra AM-01, de
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PEBD. As concentragdes de migracdo de particulas de prata, em massa de
particulas por kg do alimento, foram de (1,32 + 0,12), (0,0339 + 0,0030) e (0,0744 *
0,0065) ng kg, para as amostras AM-01, AM-04 e AM-05, respectivamente, com
tamanhos médios de particulas entre (37,7 £ 1,7) e (60,2 £ 2,5) nm.

A amostra AM-04 apresentou, no ensaio de migracdo com determinacao por
splCP-MS, para os simulantes alimentares acido acético, agua desionizada e etanol
95 %, tamanhos médios de particula entre (31,6 + 1,8) e (94,5 £ 4,1) nm, com média
de 61,4 nm. No ensaio de microscopia foi possivel observar, para a amostra AM-04,
particulas entre 17 e 80 nm. Apesar de os resultados serem consistentes, €
necessario ressaltar que as nanoparticulas observadas no ensaio de migragcéao
podem ter sofrido agdo de ionizagdo causada pela presenca do simulante alimentar.
Além disso, no ensaio por MEV, as nanoparticulas foram observadas em uma
pequena area da amostra e podem nao representar estatisticamente o tamanho
médio que seria observado na amostra.

Quando em contato com &cido acético 3%, as amostras AM-01, AM-04 e AM-
05 apresentaram migracdes de prata dissolvida de (215 + 46), (473 £ 76) e (217
35) ng kg', com taxas de migracdo de prata iguais a 0,75, 7,0 e 4,1 %,
respectivamente. As concentracées de particulas de prata, em massa de prata por
kg de alimento, determinadas no simulante alimentar, foram de (0,00433 + 0,00038),
(1,35 + 0,12) e (0,0650 + 0,0057) ng kg™, para as amostras AM-01, AM-04 e AM-05,
respectivamente, com tamanhos médios de particulas entre (62,3 + 2,6) e (94,5 *
4,1) nm.

As taxas de migragcao determinadas para as amostras AM-01, AM-04 e AM-05
evidenciam uma maior migracao de prata total para o simulante acido acético, em
comparacao com as apresentadas para agua desionizada e etanol 95%, como pode
ser observado na Figura 25. Os resultados obtidos estao de acordo com o esperado
e sao consistentes com os observados na literatura. Segundo Mackevica, Olsson e
Hansen (2016), a taxa migracado de prata tende a aumentar com a reducéo do pH,
ocasionando uma maior migracdo para a solucdo de acido acético 3 %, se
comparada a 4gua desionizada ou etanol 95 %.
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Figura 25 - Concentracbes de prata total (prata dissolvida + particulas de prata)
determinadas, por splCP-MS, para as solu¢cdes provenientes do ensaio de

migragao em simulante alimentar
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splCP-MS: espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado, executado no Modo de
Deteccao Individual, AM-01 a AM-05: Codigos de identificacdo das amostras; PEBD: Polietileno de
baixa densidade; PEAD: Polietileno de alta densidade; PVC: Poli (cloreto de vinila).

Fonte: O autor, 2020.

Contudo, as concentragdes de particulas de prata apresentadas para as
amostras AM-01 e AM-05 (Figura 23), para o simulante acido acético 3 %, foram
inferiores as apresentadas para os simulantes agua desionizada e etanol 95 %. A
amostra AM-04 apresentou concentracao de particulas de prata para o simulante
acido acético superior aos demais simulantes, porém 94 % das particulas
apresentaram tamanho superior a 73 nm.

Tais resultados indicam que parte das particulas que migram para a solugao
de &cido acético 3 % sao oxidadas em prata dissolvida. O tamanho médio das
particulas determinados para o simulante &cido acético 3 % foi superior ao
apresentado, para a mesma amostra, para a agua desionizada, que foi superior ao
apresentado para o etanol 95 %, com médias de 82 nm, 52 nm e 29 nm
respectivamente. Tais diferencas podem estar relacionadas a acidez de cada
simulante. Os resultados indicam aumento do tamanho médio de particulas com o
aumento da acidez do simulante, e a prevaléncia da oxidagdo de particulas de
menor didmetro, e sao consistentes com o apresentado na literatura.

Peretyazhko, Zhang e Colvin (2014) mostraram que o tamanho médio de

particulas de prata em solucédo cresce apds a dissolucdo. No estudo, solugcdes de
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particulas com 6,2, 9,2, e 12,9 nm tiveram seu tamanho médio acrescido para 10,4,
13,3, e 16,0 nm, respectivamente, na presenca de agua. Nao foi observado
acréscimo estatisticamente significativo, no tamanho médio de particulas, na solucao
contendo particulas de 70,5 nm. Os resultados indicaram ainda que particulas
menores possuem maior taxa de solubilizagéo.

Ntim e colaboradores (2015) demonstraram que a concentracdo de
nanoparticulas de prata é reduzida, na presenca de acido acético 3 %, pela oxidacao
das particulas em prata dissolvida. O mesmo pode ocorrer com 0s simulantes etanol
50 % e etanol 95 %, como indicado por Echegoyen e Nerin (2013). Segundo os
autores, nanoparticulas de prata sao instaveis a oxidacao e liberam ions pela reacao
de oxidacao gradual.

A liberacdo de ions a partir de nanoparticulas de prata ocorre por oxidagao,
envolvendo efeitos combinados de O, e H* dissolvidos, e sob algumas condigdes,
prossegue para a dissolucao total (LIU; HURT, 2010). Segundo Ntim e
colaboradores (2015), o sistema Ag® / Ag* é muito sensivel a oxidagdo e reducédo e
pode ser faciimente influenciado pela presenca de outras espécies reativas.

Todas as amostras analisadas, no presente estudo, apresentaram migragao
de nanoparticulas de prata e prata dissolvida em quantidades inferiores ao limite de
migracdo especifica de prata (total) de 50 pg kg, estabelecido pela legislacdo
(UNIAO EUROPEIA, 2011; BRASIL, 2019). Contudo, os resultados obtidos
indicaram a migracao de nanoparticulas de prata, em tamanhos entre 26 e 95 nm,
em todos os materiais plasticos analisados, para todos os simulantes avaliados.
Assim, todas as amostras avaliadas foram consideradas em desacordo com as
legislacbes brasileira e europeia. As legislacbes estabelecem que substancias em
nanoformas sé podem ser utilizadas se tiverem sido expressamente autorizadas.
Contudo, néo existe indicacdo do uso de nanoparticulas de prata em materiais
plasticos destinados ao contato com alimentos (UNIAO EUROPEIA, 2011; BRASIL,
2019).

Segundo o Regulamento n°® 10/2011 da Comissao, de 14 de janeiro de 2011,
da Unidao Europeia, nanoparticulas apresentam propriedades quimicas e fisicas
significativamente diferentes das particulas de maior tamanho podendo resultar em
propriedades toxicoldgicas diferentes. Assim, substancias em nanoformas devem ser
avaliadas caso a caso no que diz respeito aos riscos, até que sejam obtidas mais

informacgdes acerca da nova tecnologia. Diante deste cenario, as autorizacées que
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tém por base a avaliagdo dos riscos de uma substancia com um tamanho
convencional ndo devem abranger nanoparticulas. A avaliacdo de risco na qual a
legislacédo se baseia ndo contempla o risco associado as nanoparticulas de prata.

Mesmo em materiais multicamadas, onde, uma camada de plastico que nao
se encontre em contato direto com os alimentos e esteja separada dos mesmos por
uma barreira funcional pode ser fabricada com substancias que nao constem da lista
positiva ou provisoria, ndo é permitida a utilizacdo de substancias em nanoformas
(UNIAO EUROPEIA, 2011; BRASIL, 2019).

Os dados toxicolégicos apresentados na literatura indicam que a toxicidade
das nanoparticulas de prata estd relacionada ao seu tamanho, sendo particulas
menores capazes de penetrar com maior facilidade na célula. Contudo, Estudos
mostram que mesmo particulas com tamanhos da ordem de 100 nm podem causar
dano as células. Assim, as particulas observadas no presente estudo, com

tamanhos entre 26 e 95 nm, representam potencial risco a saude humana.
4.5.1 Estimativa da incerteza de medicao

A metodologia apresentou incertezas de medicao expandidas, associadas a
concentracdo de particulas, entre 8,7 e 11,6 % do valor nominal da grandeza. As
incertezas expandidas, associadas ao tamanho da particula, foram entre 4,2 e 8,8 %
do valor nominal. As incertezas expandidas, associadas a concentracao de prata
dissolvida, foram entre 16 e 21 % do valor nominal, crescendo para entre 62 a 71 %,
para concentracdes proximas ao limite de deteccéo. Os resultados encontrados e a
metodologia empregada para o célculo da incerteza se mostraram satisfatorios. As
incertezas expandidas calculadas sdo compativeis com a metodologia analitica
adotada para o ensaio. A Comissdo do Codex Alimentarius, criada em 1963 pela
Organizacdo das Nagdes Unidas para Agricultura e Alimentacdo - FAO e
Organizacao Mundial de Saude - OMS, e tem como principais objetivos proteger a
saude dos consumidores, assegurando justas praticas comerciais no comércio
internacional de alimentos, estabelece no documento Guidelines on Measurement
Uncertainty (CAC/GL 54-2004) valores de incerteza expandida esperados para
ensaios quimicos a serem reportados em ensaios colaborativos. Para concentracdes
menores que 100 pg kg' sdo esperadas incertezas expandidas de
aproximadamente 44% (FAO/WHO, 2004).
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5 CONCLUSAO

O ensaio de migracdao de nanoparticulas de prata provenientes de materiais
plasticos em contato com alimentos, com deteccao, medi¢cdo e quantificacdo por
spICP-MS, foi considerado adequado ao propdsito. Todos os parametros avaliados
como linearidade, efeito de matriz, seletividade, repetibilidade e precisao
intermediaria apresentaram resultados satisfatérios para as faixas de concentracao
definidas na validacdo do método, segundo os critérios adotados. Os resultados
obtidos demonstram a sua capacidade de estimar o tamanho de nanoparticulas de
prata e ainda determinar a sua concentragdo. Assim, os resultados obtidos indicam a
possibilidade de utilizacdo da técnica no controle sanitario de materiais plasticos,
com atividade antimicrobiana pela adicdo de prata, destinados ao contato com
alimentos.

As amostras analisadas apresentaram concentracées de prata total entre nao
detectavel (< 44 ng kg') e 473 ng kg’ do simulante. Todas as amostras
apresentaram migracado de nanoparticulas de prata, sendo as concentracdes
encontradas entre 0,00433 e 1,35 ng kg'. O estudo de migragao indicou a presenca
de nanoparticulas de prata em todos os simulantes alimentares, com tamanhos entre
26 e 95 nm. Apesar das concentracdes de prata total, nas solugdes de migracéo,
estarem abaixo do limite estabelecido pela legislagéo, a utilizacao de nanoparticulas
de prata é proibida pelas legislacdes brasileira e europeia. Os resultados obtidos nos
ensaios por MEV com EDS, sdo mais um indicativo da possivel presenca de
nanoparticulas de prata nas amostras. Nas imagens obtidas, para a amostra AM-04,
foi possivel observar a presenca de nanoparticulas de prata esféricas, entre 17 e 80
nm. Tais resultados confirmam a utilizacdo de nanoparticulas de prata na amostra.

Assim, os resultados obtidos evidenciam um problema relacionado a
migracdo de nanoparticulas de prata provenientes de materiais plasticos para
alimentos. Tais resultados expdem a necessidade de um maior controle da producao
de materiais com caracteristicas antimicrobianas pela adicado de nanoparticulas de
prata, e confirmam a importancia da implementagcdo de um método validado para
direcionar agdes de vigilancia sanitdria. Ainda sdo necessarios maiores estudos
sobre a seguranca relacionada a exposicao a substancias em nanoformas e a

legislagao néo permite até 0 momento o seu uso.
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O método desenvolvido e validado sera uma importante ferramenta de
suporte para a fiscalizacdo junto a vigilancia sanitaria. Os resultados obtidos
auxiliardo a area de saude na analise de risco a saude humana, visando a regulacao
deste tipo de material sob o ponto de vista de seguranca alimentar.

Serd possivel levantar dados com a finalidade de direcionar acoes
regulatérias para promover uma maior confiabilidade nos produtos disponiveis a
populacédo, diminuindo ou mesmo eliminando os riscos relativos a exposicao as
nanoparticulas de prata presentes nos produtos e servicos de saude.

Porém € necessario que as acdes tomadas, com base nos ensaios
laboratoriais, sejam eficazes, devendo ainda haver agdes no sentido da prevencao,

através da promocao da informacao.
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