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RESUMO

O bisfenol A, considerado um importante disruptor endécrino, € uma substancia utilizada na
fabricagcdo de diversos materiais, incluindo embalagens utilizadas para acondicionar
alimentos. A ingestdo de alimentos contaminados tem sido considerada a forma mais
relevante de exposicdo a essa substancia. Ainda sdo escassas informacGes sobre a presenca
desse contaminante em leite no Brasil. Assim, o presente trabalho teve como principal
objetivo avaliar a contaminagdo de leite por bisfenol A em amostras de leite da regido
metropolitana do Rio de Janeiro. Foi otimizado um método analitico para a determinagcdo de
bisfenol A em leite pasteurizado e ultra alta temperatura (UAT) e em leite em pd. Para o
tratamento das amostras foi utilizado um método QUEChERS (Quick Easy Cheap Effective
Rugged and Safe) modificado e a determinagdo do bisfenol A pela técnica de cromatografia
liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas sequencial (CLUE-EM/EM).
O método de tratamento de amostras envolve apenas uma etapa simultdnea de
particionamento / limpeza e foi considerado adequado para ser aplicado em andlises de rotina
podendo contribuir com as autoridades de salde publica para controle de bisfenol A em
alimentos. O método foi seletivo para bisfenol A em todos os tipos de leite estudados. As
curvas de calibracdo foram estatisticamente lineares, ndo sendo observada falta de ajuste ao
modelo. O método ndo apresentou efeito matriz e, portanto, curvas de calibracdo preparadas
em solvente podem ser utilizadas nas analises de rotina. O método apresentou exatiddo
satisfatoria com valores de recuperacdo entre 71 e 94%. Os valores de desvio padréo relativo
obtidos nos estudos de repetibilidade (11%) e precisdo intermediaria (4,8%) também foram
considerados satisfatorios (valores de HorRat, e HorRatg inferiores a 2). Os limites de
deteccdo e quantificacdo do analito foram de 0,12 ng/mL e 0,36 ng/mL (leite em po
reconstituido (1:10) e leite fluido), respectivamente, e a sensibilidade do método analitico foi
considerada adequada ao proposito do estudo. O método validado foi aplicado na investigacéo
dos niveis de contaminacdo por bisfenol A em 51 amostras de leite adquiridas no mercado da
regido metropolitana do Rio de Janeiro. Do total de amostras analisadas, o bisfenol A foi
detectado em cinco (9,8%) e quantificado em duas (3,8%). A ingestdo diaria estimada do
bisfenol A para criancas até 12 meses variou de 24,95 a 97,72 ng/kg de peso corporal/dia,
sendo inferior ao valor da ingestdo diaria toleravel.

Palavras-chave: Bisfenol A. CLUE-EM/EM. QUEChERS. Leite bovino. Avaliacdo da

exposicdo dietética.



ABSTRACT

Bisphenol A, considered an important endocrine disruptor, is a substance used in the
manufacture of many materials, including packaging used for packaging food. The Ingestion
of contaminated food has been considered the most relevant form of exposure to this
substance. There is still little information about the presence of this contaminant in milk in
Brazil. That way, the present work aimed to evaluate the contamination of milk by bisphenol
A in milk samples from the metropolitan region of Rio de Janeiro. An analytical method for
the otimization of bisphenol A in ultra high temperature and pasteurized milk (UAT) and in
milk powder was developed. For the treatment of the samples a modified QUEChERS method
(Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe) was used and the determination of
bisphenol A by the technique of ultra-high performance liquid chromatography tandem mass
spectrometry (UHPLC-MS/MS). The sample treatment method involves only one
simultaneous partitioning/cleaning step and was found to be suitable for routine analysis and
may contribute to public health authorities to control bisphenol A in food. The method was
selective for bisphenol A in all types of milk studied. The method had no matrix effects and
therefore solvent prepared calibration curves can be used for routine analysis. The method
presented satisfactory accuracy with recovery values between 78 and 94%. Relative standard
deviation values obtained in the repeatability (11%) and intermediate precision (4.8%) studies
were also considered satisfactory (HorRat; and HorRatg values less than 2). The limits of
detection and quantitation of the analyte were 0.12 ng/mL and 0.36 ng/mL (reconstituted milk
powder (1:10) and fluid milk), respectively, and the sensitivity of the analytical method was
considered adequate for purpose of the study. The validated method was applied to the
investigation of bisphenol A contamination levels in 51 milk samples acquired in the market
of the metropolitan region of Rio de Janeiro. Of the total samples analyzed, bisphenol A was
detected in five samples (9,8%) and quantified in two (3,8%) samples. The estimated daily
ingestion of bisphenol A for children up to 12 months ranged from 24.95 to 97.72 ng / kg

body weight / day, which is lower than the tolerable daily intake value.

Key-words: Bisphenol A. UHPLC-MS/MS. QUEChERS. Cow’s milk. Dietary exposure

assessment.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de produtos quimicos sintéticos no Ultimo século ocorreu de forma
exponencial. A producdo e uso crescente deles e a inexisténcia de politicas de controle
baseados em critérios toxicologicos e ambientais tém levado ao aparecimento de inlimeras
substancias quimicas de uso industrial, agricola e doméstico envolvidos na teratogenicidade e
carcinogenicidade em seres humanos (FONTENELE et al., 2010; STAPLES et al., 1998). Os
contaminantes quimicos presentes em alimentos tém recebido atencdo dos Orgdos de salde
publica, particularmente aqueles envolvidos com intoxicacbes crbnicas provenientes de
exposicOes prolongadas a baixas concentracOes, dentre eles se destaca o bisfenol A (BFA)
(ALVES et al., 2007; HEINDEL, 2008; SODRE et al., 2007).

O bisfenol A é uma substancia quimica utilizada principalmente na confecgdo de
plasticos policarbonatos resistentes e resinas epoxi para revestimento de embalagens
metélicas de alimentos e bebidas. Em geral, alimentos sdo considerados como a fonte
predominante de bisfenol A, pois a partir do contato do alimento com embalagens plasticas e
metélicas pode ocorrer @ migracdo da substancia da embalagem para os alimentos. Alteracoes
nas embalagens ocasionadas por mudanca de temperatura ou pH sdo suficientes para que isso
aconteca. Estudos tém mostrado que mesmo diante da migracdo na ordem de traco ha risco a
saude humana (BATISTA et al, 2012; CARWILE; MICHELS, 2011; TRASANDE;
ATTINA; BLUSTEIN, 2012).

Foram encontrados bisfenol A em uma variedade de amostras desde produtos de
origem animal (leite, produtos lacteos, ovos, pescados e carnes) a outros alimentos (Gleos
vegetais, cereais, snacks, produtos de soja e enlatados) (LIAO; KANNAN, 2013, 2014).
Dados da pesquisa trimestral do leite (cru, resfriado ou ndo, adquirido e industrializado)
apresentados pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) mostraram que no
primeiro trimestre de 2018 o volume de leite captado pelos laticinios brasileiros totalizou mais
de 6 bilhdes de litros (IBGE, 2018). Dessa forma, o leite € um alimento amplamente
consumido pela populacdo além de servir de matéria-prima para a producdo de indmeros
outros produtos, portanto a contamina¢do dele pode representar um risco para a saude humana
(TSAKIRIS et al., 2013).

A partir do conhecimento sobre os efeitos adversos do bisfenol A, varios paises vém
tomando medidas de seguranca a fim de limitar a exposicdo da substancia aos individuos,
assim como pesquisadores tém desenvolvidos novos métodos analiticos com o objetivo de

determinar bisfenol A nos diferentes alimentos, podendo assim contribuir para avaliar o nivel
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de exposicdo que a populacdo esteja sujeita. Porém, a maioria dos métodos é dispendiosa e
demorada, por isso novas técnicas tém sido desenvolvidas objetivando tornar o método mais
sensivel, seletivo, econdmico e rapido (BALLESTEROS-GOMES; RUBIO; PEREZ-
BENDITO, 2009).

A cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas
sequencial (CLUE-EM/EM) combina as vantagens da cromatografia (separacdo eficiente e
elevada seletividade) e da espectrometria de massas (detectabilidade, massa molar e
informacdo estrutural), sendo a espectrometria de massas sequencial considerada ainda uma
ferramenta de identificacdo e confirmacdo. Portanto, reduz a necessidade de etapas excessivas
de preparo de amostra, além de contribuir com a diminuicdo dos resultados falsos positivo
e/ou negativo em amostras complexas, permitindo a identificacdo de analitos em niveis de
ultratragos. A adicdo do método QUEChERS (Quick Easy Cheap Effective Rugged and Safe)
permite que o clean-up de interferentes e a reducdo de agua residual sejam efetuados de forma
rapida e simultinea, ou seja, tornam o meétodo ainda mais eficiente e rapido (HIEMSTRA,;
KOK, 2007; CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008).

Portanto, o desenvolvimento de método analitico e a determinacdo de bisfenol A em
leite podem contribuir para as acdes de vigilancia sanitaria ao proporcionar subsidios que
permitam avaliar o nivel de exposicdo a substancia. Por conseguinte, este estudo teve como
objetivo desenvolver e validar método analitico para determinacdo de bisfenol A usando
QUEChERS e CLUE-EM/EM e avaliar a presenca da substancia em leite fluido integral e leite

em po integral comercializados no municipio do Rio de Janeiro.

1.1 Obesidade

Nas ultimas décadas houve um aumento no ndmero de obesos no mundo. Dados da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estimam que, em 2016, mais de 1,9 bilhdo de adultos
estavam com excesso de peso, destes, 650 milhdes eram obesos. Mais de 41 milhdes de
criancas abaixo de 5 anos estavam com sobrepeso ou obesidade. A Organizacdo ainda estima
que mais de 340 milhdes de criancas e adolescentes, com idade entre 5 e 19 anos, estavam
acima do peso ou obesas no mesmo periodo (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE,
2018).

O excesso de peso é um fator de risco para doencas cronicas ndo transmissiveis
(DCNT), incluindo diabetes, doencas cardiovasculares, principalmente, acidente vascular

cerebral e doenca cardiaca, e cancer. A obesidade infantil esta associada com maior chance de
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obesidade, morte prematura e incapacidade na vida adulta, portanto a obesidade € um dos
maiores problemas de saude publica do mundo (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE,
2015a; NGUYEN, EL-SERAG, 2010). Em relagcdo ao Brasil, dados da pesquisa de Vigilancia
de Fatores de Risco e Protecdo para Doencas Cronicas por Inquérito Telefonico (VIGITEL)
de 2018, do Ministério da Saude (MS), mostram que 55,7% dos brasileiros acima dos 18 anos
de idade estdo acima do peso, destes, 19,8% sdo obesos. A pesquisa ainda aponta que 74%
dos dbitos no pais foram relacionados com as DCNT (BRASIL, 2019).

Estudo da carga global da obesidade mostrou que em 2030 mais de 3,3 bilhdes de
pessoas no mundo terdo excesso de peso. Embora, atualmente, o excesso de peso seja mais
comum em paises desenvolvidos, tem se observado um aumento na prevaléncia da obesidade
e sobrepeso em paises em desenvolvimento. Em 2013, a OMS estimou um crescimento de
30% na prevaléncia de sobrepeso e obesidade infantil em paises em desenvolvimento quando
comparado com os desenvolvidos (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2015a;
KELLY et al., 2008). A melhor forma de prevenir o excesso de peso na idade adulta é a
intervencdo em fases precoces da vida (MATOS et al., 2011).

Obesidade pode ser entendida como um acUmulo excessivo de gordura no organismo
levando a um comprometimento da salde (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE,
2015a). Esse acumulo é resultante do desequilibrio energético, que pode ser ocasionado pelo
excesso de consumo de calorias efou inatividade fisica. Fatores genéticos também
desempenham papel importante na determinacdo da suscetibilidade do individuo para o ganho
de peso, porém o estilo de vida e os fatores ambientais sdo 0s que mais contribuem para o
surgimento do sobrepeso e da obesidade (NICHOLLS, 2013; ORGANIZACAO MUNDIAL
DE SAUDE, 2015b).

Apesar de se creditar aos alimentos densoenergéticos e ao sedentarismo a raiz de tal
aumento, pode haver outras causas envolvidas com o excesso de peso. O crescimento do
sobrepeso e da obesidade pode estar relacionado a um aumento significativo no uso de
produtos quimicos industriais ao longo dos anos. Ou seja, substancias exdgenas que induzem
a obesidade, "obesogénicos ambientais”, sdo agora considerados como uma das possiveis
causas da obesidade. Especialmente, 0s produtos quimicos Xenobidticos ambientais
existentes, como os disruptores enddcrinos, em especial, 0 bisfenol A (GRUN; BLUMBERG,
2006; WADA et al., 2007).

Os obesogénicos ambientais sdo definidos como quimicos que inadequadamente
alteram as funcGes metabdlicas como a homeostase de lipidios, 0 armazenamento de gordura,

0 balanco energético, a regulacdo de apetite e da saciedade o que pode contribuir para o
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desenvolvimento da obesidade. Dessa forma, se uma substancia quimica tem a possibilidade
de provocar mudancas epigenéticas permanentes em um organismo e se a exposicdo ocorre
durante uma janela critica de desenvolvimento, quando as células germinativas estdo sendo
programadas, isso pode determinar se os efeitos de um obesogénico serdo transitérios ou
permanentes. Portanto, o disruptor pode ter um efeito direto sobre um tecido alvo particular
através de um mecanismo de acdo conhecido e também pode causar efeitos disseminados, as
vezes sutis, em diferentes sistemas de 6rgdos que promovem a obesidade no individuo
exposto (GRUN; BLUMBERG, 2007; JANESICK; BLUMBERG, 2016).

Em relacdo ao bisfenol A, estudos recentes com animais tém sugerido que a exposicao
a essa substancia pode estar relacionada a resisténcia a insulina, ganho de peso e,
consequentemente, desenvolvimento da obesidade (RUBIN et al., 2001; ALONSO-
MAGDALENA et al., 2006; SOMM et al., 2009). Alguns potenciais mecanismos de acdo do
bisfenol A envolvidos com a obesidade sdo apresentados na Figura 1.

Portanto, é admissivel a hipotese de que a exposicdo ambiental ao bisfenol A possa ter

um papel no desenvolvimento da obesidade em humanos.
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Figura 1 - Esquema dos potenciais mecanismos de acdo do bisfenol A (BFA) no

desenvolvimento da obesidade
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Fonte: LEGEAY; FAURE, 2017; PONTELLI; NUNES; OLIVEIRA, 2016; VOM SAAL et al., 2012.

1.2 Disruptores / Interferentes / Desreguladores endocrinos

Para compreender a desregulagdo endocrina € importante entender as caracteristicas
basicas do sistema endocrino. Esse sistema consiste em uma rede integrada de multiplos
Orgdos, de variadas origens embrionérias, que liberam hormdnios capazes de exercerem seus
efeitos em células-alvo préximas ou distantes (MOLINA, 2014).

Os hormonios enddcrinos quase sempre se combinam a receptores hormonais, que
estdo presentes nas superficies das células ou no seu interior. Depois da aproximacdo e
interacdo (hormonio-receptor) ocorre uma série de reacbes bioquimicas, levando a respostas
bioldgicas especificas. Eles circulam em niveis muito baixos de modo que o receptor deve ter
afinidade e especificidade elevadas pelos horménios para produzir uma resposta (GUYTON;
HALL, 1997).
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Os efeitos biologicos dos hormdnios sdo exercidos por sua ligagdo a receptores
hormonais especificos nas células-alvo, e o tipo de receptor ao qual se ligam é determinado,
em sua grande parte, pela estrutura do hormdnio. A partir da sua localizacdo celular, os
receptores hormonais podem ser classificados em receptores de membrana celular ou
receptores intracelulares. Os primeiros localizam-se dentro da dupla camada fosfolipidica da
membrana celular das células-alvo como apresentado na Figura 2. A ligacdo do horménio aos
receptores de membrana celular e a formacdo do complexo hormdnio-receptor desencadeia
uma cascata de sinalizacdo de eventos intracelulares, resultando em uma resposta bioldgica
especifica (HEINDEL, 2003; BARRA et al., 2004; HUGO et al., 2008; WANDERLEY,
FERREIRA, 2010).

Figura 2 - Desenho esqueméatico dos receptores de membrana celular
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Fonte: Adaptado de MOURA, 2012

Os receptores de membrana celular séo classificados em canais idnicos regulados por
ligantes e em receptores que regulam a atividade das proteinas intracelulares (receptores

acoplados a proteina G e os receptores de tirosina-quinases) (MOLINA, 2014).
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Os receptores intracelulares consistem em fatores de transcricdo que possuem locais
de ligacdo para o hormdnio e o &cido desoxirribonucleico (DNA), e que funcionam como
fatores de transcricdo regulados por ligantes (hormonios). A formacdo do complexo
horménio-receptor e a ligacdo ao DNA resulta em transcricdo génica reprimida ou ativada.
Podem ser identificados dois tipos de receptores intracelulares: receptor de hormdnio
tireoidiano e receptor de esteroides. O receptor de horménio tireoidiano ndo ocupado se liga
ao DNA e reprime a transcricdo, entretanto, a ligacdo do horménio tireoidiano ao receptor
possibilita a ocorréncia de transcricdo génica como demonstrado na Figura 3. J& 0 receptor de
esteroide ndo se liga ao DNA na auséncia do horménio. Porém, apés a ligagdo do hormdnio
esteroide a seu receptor, o receptor se dissocia das proteinas chaperonas associadas a ele, o
complexo hormbénio-receptor € transportado para o nlcleo, onde se liga a seu elemento de
resposta especifico no DNA, dando inicio a transcricdo génica como apresentado na Figura 3
(GUYTON; HALL, 1997; MOLINA, 2014).

Figura 3 - Esquema de acao dos receptores intracelulares
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Fonte: MOLINA, 2014.

Dessa forma, os receptores nucleares compreendem uma superfamilia de receptores
proteicos intracelulares relacionados estruturalmente e em sequéncia, sendo incluidos na
classe dos fatores transcricionais. Esta superfamilia de proteinas inclui receptores para

glicocorticoides, andrdgenos, mineralocorticoides, progesterona,  estrogénio, hormdnios
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tireoidianos, vitamina D, &cido retinoico, &cido 9-cis-retinoico, além de outros ligantes. Foram
identificados mais de 40 receptores nucleares em humanos. Todos 0s membros desta
superfamilia  possuem a mesma organizacdo modular, com um dominio N-terminal, um
dominio central de interagdo com o DNA, um dominio curto de conexdo e um dominio C-
terminal, que é o responsavel pelo reconhecimento e interacdo com o ligante (KUIPER et al.,
1997).

Os estrogénios sdo hormonios sexuais sintetizados a partir do colesterol responsaveis
pelo desenvolvimento de caracteristicas sexuais femininas, essenciais na diferenciacdo sexual,
pré e pos-nascimento. Atuam ainda em diferentes sistemas como 0 imunologico e
cardiovascular, além de influenciarem no comportamento e no metabolismo. Eles também
atuam nos Orgdos reprodutores masculinos, tais como testiculos e préstata, porém nos machos
estes desempenham um papel secundario em relagdo aos androgénios (JAMESON, 2014).

O mecanismo de acdo do estrogeno envolve a ligacdo a receptores nucleares
especificos, denominados receptores de estrogeno (RE). Uma vez ligado ao estrogeno, o RE
sofre uma alteracdo conformacional, permitindo que o receptor se ligue com elevada afinidade
a cromatina e module a transcricdo de genes alvos. Existem dois tipos de RE: o REa e REB;
ambos sdo membros da superfamilia de receptores proteicos intracelulares. O REa esta
presente em poucos tecidos e, frequentemente, envolvido em eventos reprodutivos. JA 0 RES
participa de importante papel na fisiologia de muitos tecidos (KUIPER et al., 1997).

Segundo a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos - United States
Environmental Protection Agency (U.S.EPA) - algumas substancias quimicas apresentam a
capacidade de perturbar o mecanismo regulador de horménios naturais no corpo humano, pois
sd0 capazes de alterar a sintese, a secre¢do, o transporte, a ligacdo, a acdo ou eliminacdo de
horménio natural no corpo, sendo conhecidas como disruptores (desreguladores ou
interferentes) endocrinos. Dessa forma, esses disruptores apresentam a capacidade de
alterarem uma ou varias funcbes do sistema enddcrino gerando efeitos adversos num
organismo ou na sua descendéncia (U.S.EPA, 1997; BILA; DEZOTTI, 2007).

Existem evidéncias que numerosas substancias sintéticas e naturais apresentam
potencial de desregulacdo enddcrina. Em relacdo as substancias naturais, as mais estudadas
sdo a genisteina e metaresinol e os estrogénios naturais 17-estradiol, estrona e estriol. J& para
as sintéticas tém chamado atencdo as utilizadas na agricultura e seus subprodutos, como
pesticidas, herbicidas, fungicidas e moluscicidas; as utilizadas nas indUstrias e seus
subprodutos, como dioxinas, bifenilas policloradas (PCB), alquilfendis e seus subprodutos,

hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAP), ftalatos e bisfenol A; e as substancias de uso
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farmacéutico, como o0s estrogénios sintéticos dietilestibestrol e 17a-etinilestradiol. (U.S.EPA,
1997; WUTTKE; JARRY; SEIDLOVA-WUTTKE, 2010).

Varios sdo os efeitos associados a exposicdo de disruptores enddcrinos em animais tais
como desenvolvimento sexual anormal em répteis e mamiferos; respostas feminizadas em
peixes e aves; pseudo-hermafroditismo em gastropodes marinhos; falhas reprodutivas em
mamiferos; reducdo da fecundidade em peixes e deformacbes embridnicas em aves (BILA,;
DEZOTTI, 2007; GHISELLI, JARDIM, 2007). Recentemente 0 aumento da prevaléncia de
distirbios como obesidade, déficit neurocomportamental, diabetes, hipotireoidismo,
endometriose, autismo, canceres de mama, prostata, testiculo, tireoide e endomeétrio, e
puberdade precoce estdo sendo associados & exposicdo aos disruptores enddcrinos
(PONTELLI; NUNES; OLIVEIRA, 2016; WANG et al., 2012).

1.3 Quimica do bisfenol A

Bisfendis fazem parte de uma classe de substancias difenilalcanos, sendo o 2,2-bis(4-
hidroxifenil)propano;  2,2-bis(4,4’-dihidroxifenil)propano ou ainda 4,4’-isopropilenodifenol,
CAS n° 80-05-7, conhecido popularmente como Bisfenol A o representante de maior
expressdo atualmente. E uma substdncia quimica organica obtida a partir da reacdo de
condensacdo da acetona com dois equivalentes de fenol em meio acido como apresentado na

Figura 4.

Figura 4 - Esquema da reacdo de formagdo de bisfenol A
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Fonte: ALONSO, 2013.

O bisfenol A possui formula molecular CisHi602 ou (CH3),C(CgHsOH),; massa
molecular 228,291g/mol  (NATIONAL  CENTER FOR BIOTECHNOLOGY
INFORMATION, 2017); pKa em 9,59-11,30 (COUSINS et al., 2002); presséo de vapor 5,3 x
10 Pa (COUSINS et al., 2002); constante Lei de Henry 4,03 x 10°® Pa.m3/molt (COUSINS et
al., 2002); ponto de fusdo 150 a 157°C; ponto de ebulicdo 220°C a 760 mmHg e solubilidade
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em &gua 120-300 mg/L a 25°C (NATIONAL CENTER FOR BIOTECHNOLOGY
INFORMATION, 2017). Apresenta um coeficiente de particdo octanol/agua (Log Kow) de
3,40 (NATIONAL CENTER FOR BIOTECHNOLOGY INFORMATION, 2017), ou seja, é
uma substancia moderadamente hidrofobica. Como o Kow € relativamente alto, a substancia
apresenta elevada afinidade por fases organicas e lipofilicas, bem como um importante
potencial de adsorcdo sobre as matérias particuladas em suspensdo no ar e na agua, assim
apresenta um potencial de bioacumulacdo nos organismos (COUSINS et al., 2002;
GHISELLI; JARDIM, 2007; STAPLES et al., 1998).

Ele constitui a unidade basica de polimeros e revestimentos de alto desempenho,
principalmente plésticos, policarbonatos e resina epdxi. O policarbonato é um polimero de
cadeia longa formada por mondmeros de bisfenol A, enquanto as resinas sdo produtos da

reagao entre epicloridrina e bisfenol A como apresentados na Figura 5.

Figura 5 - Estrutura quimica do policarbonato de bisfenol A (a) e da resina epdxi (b)
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Fonte: KRISHNAN et al., 1993; ALONSO, 2013. (b)

O aumento na producdo global de bisfenol A ao longo dos anos demonstra que ele é
um dos produtos quimicos de maior prevaléncia comercializados na atualidade. Em 1993 a
producdo global foi estimada em 1.100 toneladas, ja em 1996 o valor atingiu 1,6 milhdo de
toneladas (GROSHART; OKKERM; PIINENBURG, 2001). Em 2006 a demanda global
atingiu 3,9 milhdes de toneladas e em 2010 houve um acréscimo para cerca de 5 milhdes de
toneladas (BALLESTEROS-GOMES; RUBIO; PEREZ-BENDITO, 2009).
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Esse aumento na producdo esta relacionado com a ampla aplicacdo que o bisfenol A
possui. A categoria predominante de aplicacdo é através da modificacdo estrutural ou
polimerizacdo, e a outra é a partir da utilizacgdo como aditivo. Dentre os polimeros que
utilizam o bisfenol A o policarbonato e as resinas epOxi sdo 0s principais, mas existem outros
menos comuns, como polissulfona, poliésteres insaturados, resinas bisfenol A formaldeido,
poliacrilatos, polieterimida, tetrabromobisfenol A e benzoxazinas. JA& 0 uso como aditivo se
faz principalmente no papel térmico e no poli(cloreto de vinila) (PVC) (GEENS; GOEYENS;
COVACI, 2011). Como os polimeros possuem qualidades comerciais desejaveis, como
transparéncia e resisténcias térmica e mecénica, sdo, por isso, encontrados em embalagens
plasticas, utensilios domésticos, embalagens retornaveis de agua, cerveja e refrigerantes e
frascos para alimentos infantis; ja as resinas apresentam Otima resisténcia quimica e boas
propriedades térmicas, sendo encontradas nos revestimentos de embalagens metalicas de
alimentos (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2009; HUGO et al., 2008).

O revestimento é feito para evitar uma maior interacdo entre o alimento e o metal da
lata durante o processo, transporte e armazenamento, protegendo o alimento de contaminagéo,
evitando a corrosdo do recipiente e de possiveis alteracbes organolépticas nos alimentos
(ACKERMAN et al., 2010). O bisfenol A ainda pode ser encontrado em materiais médicos e
dentéarios, assim como o policarbonato de bisfenol A e as resinas epoxi-fendlicas sao
encontrados na superficie de revestimento de tanques residenciais de armazenamento de agua
potavel. Em menores proporcfes na indUstria de pneus, em placas de circuitos impressos, em
adesivos e retardante de chamas (BAE; JEONG; LEE, 2002;: DEBA; NUNEZ, 2017).

A obtengdo de policarbonatos e resinas é possivel através da reacdo de polimerizacéo.
A polimerizagdo, como todas as rea¢Ges ndo tem 100 % de rendimento e, pode resultar em
monbmeros residuais da substancia no produto acabado, logo pequenas quantidades de
bisfenol A podem migrar para o alimento acondicionado em latas ou em embalagens
plasticas. Alem disso, essa molécula ndo esta ligada ao polimero quimicamente e pode migrar
da embalagem para os alimentos apenas com mudancas de temperatura, pH ou dano a
embalagem (GEENS et al., 2012).

1.4 Aspectos toxicologicos do bisfenol A
O bisfenol A tem diferentes formas de atingir o organismo, visto que pode ser

absorvido pela via oral, inalatria e cutdnea. Devido sua presenca no meio ambiente, 0s

individuos se encontram expostos ao bisfenol A de maneira cronica, porém estudos tém
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demonstrado que os alimentos, principalmente, os alimentos enlatados sdo a maior fonte de
exposicdo. Dessa forma, acredita-se que os alimentos constituem mais de 90% da exposicao
total ao bisfenol A, enquanto a ingestdo, através de cirurgia dentaria, por exemplo, responda
por 5% da absorcdo total da substdncia (ACCONCIA; PALLOTTINI; MARINO, 2015;
JUAN-GARCIA; GALLEGO; FONT, 2015).

Apo6s a administracdo oral, o bisfenol A é rapidamente absorvido através do trato
gastrointestinal, sofrendo um metabolismo de primeira passagem no intestino e figado. Ele
ndo € extensivamente metabolizado através das reacOes de fase I, mas rapidamente conjugado
com &cido glicurbnico (metabolismo de fase II) para formar o bisfenol A-glicurdnico ndo
ativo na parede do intestino e figado. Pequenas quantidades de bisfenol A também podem
reagir com sulfato para formar bisfenol A-sulfato. A formacdo de conjugados, seja com
sulfato ou &cido glicurénico, é considerada um processo de destoxificacdo e apenas as formas
livres de bisfenol A apresentam atividade estrogénica. Em todas as espécies estudadas a rota
metabdlica principal de destoxificacdo é a via de glicuronidacdo (conjugacdo de bisfenol A
com 4cido glicurénico). Os conjugados formados caem na corrente sanguinea a fim de
atingirem o rim, sendo entdo excretados na urina em até 6 horas (VANDENBERG et al.,
2010; GEENS et al., 2012). A Figura 6 representa as principais vias de biotransformacéo do
bisfenol A.

Figura 6 - Esquema de biotransformacdo do bisfenol A (1) em bisfenol A-glicurdnico (2) e

bisfenol A-sulfato (3), em roedores e humanos
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Fonte: DEKANT; VOLKEL, 2008.

Devido a eficiéncia da biotransformacdo e da excrecdo, o bisfenol A apresenta

modesta capacidade de bioacumulacdo. Porém, ele tem sido detectado em amostras de urina
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coletadas em diferentes paises como nos Estados Unidos, na China e nos paises da Europa
(COVACI et al., 2015; GAO et al., 2016; LANG et al., 2008). Andlises de plasma, fluido
folicular, sémen, liquido amnidtico, saliva, leite materno e tecido adiposo também tém
apresentado essa substancia (VANDENBERG et al., 2010).

Por este motivo a toxicidade do bisfenol A tem sido investigada nos Ultimos anos. A
intensidade da acdo do agente tdxico, de modo geral, € proporcional a concentracdo e ao
tempo de exposicdo. Portanto, produtos quimicos toxicos em baixas doses apresentam
geralmente uma toxicidade relativamente baixa. Entretanto, estudos com alguns disruptores
endocrinos tém mostrado que mesmo diante da exposicdo de baixas doses do agente toxico a
dose-resposta sera diferente da tradicional, podendo gerar danos a salde humana
(VANDENBERG et al., 2012).

O bisfenol A tem sido usado como um dos modelos mais frequentes para demonstrar a
baixa dose e a natureza ndo monotdnica dos horménios e dos disruptores enddcrinos que
regulam ou afetam o sistema endodcrino. Curvas dose-resposta ndo monotdnicas indicam uma
mudanca na direcdo, produzindo um declive da curva dose-resposta. As curvas dose-resposta
ndo monotbnicas muitas vezes seguem uma forma "U invertido”. Hormdnios enddgenos
frequentemente acompanham esses efeitos ndo lineares em baixas doses no corpo, devido a
mecanismos enddcrinos, como a cinética de ligacdo e acOes especificas do tecido. A chamada
"hipGtese de baixa dose" apoia a ideia de que "baixas doses”, ou seja, aquelas na faixa de
exposicdo humana ambiental podem agir dessa maneira ndo linear. O bisfenol A tem efeitos
em baixas doses que podem ndo ser aparentes em doses mais altas usadas em estudos
tradicionais de toxicologia (VANDENBERG et al., 2012; ROCHESTER, 2013).

Estudos in vivo vém demostrando alguns efeitos que as baixas doses de bisfenol A
podem ocasionar. Vom Saal et al. (1998) mostraram que ratos expostos a administracdo oral
com niveis muito baixos de bisfenol A na faixa de 0,0020 - 0,020 mg/kg de peso corpdreo
(PC) durante a gravidez tiveram uma diminuicdo na producdo de espermatozoide na prole.
Howdeshell et al. (1999) observaram que ratas tratadas com 0,040 - 0,40 mg/kg de PC
durante a gravidez e lactacdo também produziram alteracfes significativas no comportamento
da prole como a puberdade precoce em machos e fémeas. Estudo de Rubin et al. (2001)
demonstrou aumento de peso corporal na prole nascida de ratas-mées expostas ao bisfenol A,
embora 0 aumento tenha persistido por mais tempo nas fémeas. Além disso, na descendéncia
feminina, a dose mais baixa de bisfenol A produziu um efeito maior e mais persistente no

peso corporal em relacdo a dose mais elevada. Miyawaki et al. (2007) também demonstraram
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que houve aumento do peso corporal da prole de ratas tratadas com bisfenol A durante a
gravidez e lactacdo.

Nos estudos in vitro tém sido observados efeitos adversos em algumas linhagens
celulares. Eles tém revelado uma variedade de vias moleculares através da qual a substancia
pode gerar diferentes respostas celulares, portanto ela pode agir: a) perturbando o sistema
endocrino através da sua capacidade para mimetizar, aumentar ou inibir a atividade de
estrogénios enddgenos; b) interrompendo a acdo de receptores endocrinos nucleares; c)
agindo sobre o sistema de androgénio; d) destruindo a funcdo do horménio da tireoide; €)
influenciando o desenvolvimento, diferenciacdo e funcdo do sistema nervoso central; f)
atuando sobre o sistema imune; @) impactando 0s mecanismos de transducdo dos sinais
intracelulares (modificacdo na expressdo e atividade da enzima do citocromo P450 e alteracdo
na expressdo da proteina que se liga ao hormdnio); h) nos mecanismos epigenéticos através da
metilacdo mediada pelo promotor metilado (WETHERILL et al., 2007; ROCHESTER, 2013;
JUAN-GARCIA; GALLEGO; FONT, 2015).

Apesar de a Autoridade Europeia de Seguranca Alimentar (European Food Safety
Authority - EFSA) considerar que baixas doses (bisfenol A < 50 pg/kg PC/dia) ndo causem
maleficios para o organismo humano, estudos em animais e em cultura de células vém
demonstrando que mesmo em baixas concentracfes o bisfenol A pode causar alteracdes no
DNA e em diferentes vias metabdlicas (WITORSCH, 2002; FLINT et al.,, 2012; CAO,
2010). Outros estudos tém mostrado alguns efeitos que o bisfenol A tem gerado em humanos

como apresentado na Tabela 1.

Tabela 1 - Exposicdo ao bisfenol A e efeitos em humanos (continua)

Concentracédo de

Efeito . Autor
Bisfenol A
Diminuicdo da probabilidade de fertilizacgdo com 0.3_ 251 FUJIMOTO et
aumento do bisfenol A sérico em mulheres e homens. ’ ’ al., 2011
Trabalhadores ~ expostos a0  bisfenol A tinham 101,941 XIAO et al.,
densidade de espermatozoides significativamente 2009
menor.
Bisfenol A sérico maior foi significativamente
associado com menor peso ao nascer e menor 0,5-2,5! CHOUetal,
. . 2011
tamanho para a idade gestacional.
Aumento do bisfenol A urindrio materno foi BRAUN et al.,
. . x 2,0-4,12
associado a comportamento ansioso e depressdo na 2011

prole.
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Tabela 2 - Exposicdo ao bisfenol A e efeitos em humanos (conclusao)

Concentracéo de

Efeito Bisfenol A Autor
Bisfenol A urinario elevado foi significativamente 39_ 402 SHANKAR,;
associado ao aumento do diabetes tipo 2. o TEPPALA, 2011
Bisfenol A urinario elevado foi significativamente )
associado com maior IMC?® e circunferéncia da 2,12 CARWILE,

) MICHELS, 2011
cintura.

Fonte: O autor, 2019.
Legenda: tpg/L bisfenol A sérico; 2ug/L bisfenol A urinario; 3IMC (indice de Massa Corporal).

O estrogénio desempenha importante funcdo no metabolismo do tecido adiposo, pois
possui a capacidade de regular o peso corporal e a adiposidade por acdo sobre o controle de
acumulo de triglicerideos. Dessa forma, avaliar se o bisfenol A, que mimetiza a atividade
estrogénica, teria a capacidade de atuar da mesma forma in vitro tem sido um campo fértil de
pesquisa. Visto que os estudos vém demonstrando o aumento do peso corporal dos animais
expostos ou da prole proveniente de ratas expostas a substancia (RUBIN et al., 2001;
MIYAWAKI et al., 2007).

Masuno et al. (2002; 2005) demonstraram que o bisfenol A tem a capacidade de ativar
a diferenciacdo de fibroblastos 3T3-L1 em adipdcitos e também apresenta a capacidade de
acelerar a diferenciacdo de adipdcitos terminais. Os autores ainda observaram que 0
tratamento de bisfenol A combinado com insulina aumentou o acumulo de triglicerideo nas
células em aproximadamente 85%. Dessa forma, a exposicdo continua de ratos ao bisfenol A
durante periodos perinatal e pds-natal causou o desenvolvimento de obesidade e
hiperlipidemia (MASUNO et al., 2005).

Devido as evidéncias crescentes de que o bisfenol A pode afetar negativamente 0s
seres humanos, mesmo em doses bem abaixo daquelas que envolvem efeitos adversos em
testes de avaliacdo da toxicidade, entender as principais vias de exposicdo da substancia é de
suma importancia (DEKANT; VOLKEL, 2008).

1.5 Exposicao

A presenca da substancia no meio ambiente torna a populacdo exposta de forma
cronica, porém estudos mostram que a alimentacdo € o principal meio de exposicao
(BEMRAH et al., 2014; CAO et al., 2011). A fim de se estimar a exposi¢do através da dieta,

tém sido utilizados diferentes métodos e alguns estudos medem as concentracdes de bisfenol
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A nos alimentos, para observar a migracdo produzida no envase do alimento e estimar a
exposicdo do bisfenol A no organismo. Outros estudos se fixam nas analises dos tecidos e
fluidos corporais dos individuos expostos, portanto, podem avaliar o colostro, o fluido
folicular e aminiético, o corddo umbilical, o tecido placentario e o figado de fetos (JUAN-
GARCIA; GALLEGO; FONT, 2015).

O bisfenol A é extensamente usado na producdo de adesivos, papéis para fax,
tubulacBes, painéis de carros, produtos eletronicos, plasticos policarbonatos duros, resinas
epOxi dentre outros produtos. E importante salientar que os plasticos policarbonatos e resinas
epoxi se encontram em contato direto com alimentos, portanto a substancia tem a
possibilidade de migrar para o produto. Nos alimentos enlatados, alimentos infantis, produtos
carneos, pescados, condimentos, shacks, frutas e leite tém sido identificados niveis relevantes
de bisfenol A durante 0 aquecimento e estocagem comprovando a migracdo da substancia
(KRISHNAN et al., 1993; JUAN-GARCIA; GALLEGO; FONT, 2015).

Estudo de Cao et al. (2011) encontrou 55 amostras contaminadas por bisfenol A dos
154 alimentos analisados, sendo os alimentos enlatados aqueles que apresentaram maior
concentragdo de bisfenol A variando de 10,5 ng/g a 106 ng/g em carnes e peixes enlatados,
respectivamente. Os autores encontraram uma contaminacdo de bisfenol A em torno de 15,3
ng/g em leite em po enlatado.

Estudo da Autoridade Europeia sobre a exposicdo de bisfenol A, a partir de fontes
alimentares e ndo alimentares, nas diferentes faixas etarias da populacdo, mostra que as fontes
dietéticas sdo as que mais contribuem para a exposicdo da populacdo a substancia mesmo em
fases tdo precoces de vida (EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY, 2015).

1.6 Migracao

Através de fendmenos fisico-quimicos os componentes do material das embalagens
podem ser transferidos para os alimentos. Esse fendmeno de transferéncia € conhecido como
migracdo que pode ser classificada em global e especifica, onde a primeira se refere a
guantidade de componentes transferida dos materiais em contato com alimentos ou com seus
simulantes, mantendo-se as condices usuais de elaboracdo, emprego e armazenamento ou
nas condicdes equivalentes de ensaio. Ja a especifica € a quantidade de um componente de
interesse  toxicoldgico, ndo polimérico, transferido dos materiais em contato com alimentos
para os alimentos ou seus simulantes, nas condicBes equivalentes de ensaio (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2001).
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A transferéncia de substancias da embalagem para alimentos depende de alguns
fatores como do coeficiente de difusdo da substancia no polimero e da relacdo entre a
concentracdo da substancia na embalagem e no alimento, quando em equilibrio, determinada
pelo coeficiente de particdo de Nerst. A difusdo acontece de acordo com a concentragdo das
moléculas nos meios vizinhos, ocorrendo a migracdo de areas de elevada concentracdo para
baixa concentracdo (VOM BRUCK et al., 1979 apud BAZILIO, 2014).

Essa transferéncia pode ser simulada através do teste de migracdo que ira reproduzir as
condi¢Oes de contato da embalagem com o alimento, em funcdo do tipo de alimento, tempo de
contato e da temperatura. Sdo0 usados solventes simulantes, ou simulantes alimentares, que
tentam reproduzir o pH, o teor de gordura dos alimentos e sua eventual graduacdo alcoolica.
A Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 51, de 26 de novembro de 2010, da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), dispde sobre os simulantes para diferentes
classes de alimentos, além dos tempos e temperaturas dos ensaios de migracdo total e
especifica em materiais, embalagens e equipamentos plasticos destinados a entrar em contato
com alimentos. Ela estabelece as condi¢cbes para o desenvolvimento do ensaio de migracao
em solvente simulante, sendo este escolhido com base nas caracteristicas fisico-quimicas do
alimento (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2010).

Ha uma quantidade méxima admissivel que um componente especifico do material de
embalagem em contato com alimento possa ser transferido aos simulantes, nas condicdes de
ensaio. Essa quantidade é definida como limite de migracdo especifica (LME) que deve
assegurar que o material em contato com o alimento ndo represente um risco para a salde
(AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2012). O LME ¢ estabelecido
através da convencdo de que uma pessoa com peso corporal de 60 kg consome diariamente 1
kg de alimentos, embalados em um recipiente de forma clbica com 6 dm? de area superficial
de liberacdo da substancia (COMISSAO DAS COMUNIDADES EUROPEIAS, 2011a)

A ANVISA estabelece através da RDC n°56, de 16 de novembro de 2012, o LME para
o bisfenol A em 0,6 mgkg (600 pgkg) do alimento (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2012). Em regulamento da Unido Europeia publicado em
fevereiro de 2018 ficou estabelecido que a migracdo para o interior ou para a superficie dos
alimentos a partir de vernizes ou revestimentos aplicados aos materiais e objetos ndo
deveriam exceder um LME de 0,05 mg (50 pg) de bisfenol A por quilograma de alimento
(COMISSAO DAS COMUNIDADES EUROPEIAS, 2018).

Estudos que avaliaram o efeito da migracdo de bisfenol A a partir de policarbonato em

mamadeiras encontraram valores oscilando 0,3 pg/L a 137 pg/L. Quando avaliado a migracdo
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da substancia a partir de enlatados, bebidas e comidas, os valores encontrados oscilaram entre
0,01 /L a 842 /L (GEENS et al., 2012). O tipo de alimento também interfere na
concentragdo de bisfenol A mesmo que seja utilizada a mesma embalagem, uma vez que a
solubilidade de bisfenol A é maior em produtos como pescados e mariscos quando comparado
com alimento para lactentes (EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY, 2015).

Relatério da reunido dos peritos da Organizacdo das Nagdes Unidas para a
Alimentacdo e Agricultura (FAO) mostra que a migracdo de bisfenol A para os alimentos e a
exposicdo por via alimentar, aumenta progressivamente com a reutilizagdo continua do
recipiente plastico de policarbonato. O aumento na migragdo da substancia também é possivel
de ser mensurado através de processos de aquecimento direto da embalagem plastica de
policarbonato ou na embalagem metalica revestida com resina epoxi (KRISHNAN et al.,
1993; ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2011).

A partir do risco estabelecido pelos estudos e das proibicdes dos governos ao redor do
mundo, a ANVISA determinou através da Resolugdo RDC n° 41/2011, a proibicdo de se
comercializar mamadeiras em policarbonatos de bisfenol A destinadas a alimentacdo de
lactentes. Essa medida foi importante para limitar a ingestdo da substancia em criancas que
fazem uso de mamadeiras (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2011).
Entretanto, criancas que fazem uso de formulas infantis estdo expostas a contaminagdo por
bisfenol A, uma vez que a resina epoxi € utilizada no revestimento dessas latas. Entdo, mesmo
que as mamadeiras estejam isentas, pela legislacdo, da presenca da substancia, o risco de
contaminagdo permanece. Da mesma forma acontece com os adultos que ao consumirem
produtos enlatados revestidos com resina epOxi e utilizarem recipientes plasticos de

policarbonato de bisfenol A também ficam expostos a substancia (MIGEOT et al., 2013).

1.7 Embalagem de leite

Segundo Fellows (2006) embalagem é o meio de se obter a distribuicdo segura de
produtos em condicbes adequadas para o consumidor. Ela ndo apenas tem a atribuicdo de
proteger o produto contra os fatores ambientais que causaria a deterioracdo do mesmo, mas
funciona como meio de informagdo para o consumidor.

Ainda segundo Fellows (2006), os materiais de embalagem podem ser agrupados em 2
tipos principais: embalagens para transporte (protegem o conteldo durante o transporte e a
distribuicdo, mas ndo possuem funcdo de marketing — Ex.: caixas de papeldo, pallets, outros)

e embalagens de varejo (protegem e fazem propaganda do alimento — Ex.: latas de metal,
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garrafas de vidro, frascos, tubos plasticos rigidos e semirrigidos, embalagens cartonadas,
sacos plasticos flexiveis, sachés, dentre outros).

Embora a inovagdo em produtos seja de fato relevante, muitas vezes a tecnologia de
ruptura, que tem o poder de mudar o mercado, vem do segmento de embalagens. Essa
tecnologia permitiu que o leite fosse distribuido em distancias crescentes dos centros de
producdo, mudando de forma definitiva 0 mapa de producdo de leite (SCHIMMELFENIG;
SANTOS; BERNIERI, 2009). Esse produto pode ser comercializado em diferentes

embalagens como apresentado na Figura 7.

Figura 7 - Diferentes materiais de embalagem para leite

©

(O] ®

Fonte: Compilacdo do autor, 2019".

Legenda: (a) Embalagem cartonada; (b) Embalagem PET - Poli(tereftalato de etileno); (c) Embalagem Lata
metdlica; (d) Embalagem de Polietileno (PE) e poli(cloreto de vinilideno) (PVDC); () Embalagem Filme
Laminado (Poliéster metalizado-polietileno); (f) Embalagem de vidro.

Os diferentes materiais de embalagem apresentam formas distintas de interagdo com
os alimentos, portanto eles poderdo agir de forma a estabilizar os alimentos evitando a
degradacdo do sabor, acarretada pela oxidacdo da gordura devido a acdo catalitica da luz com
a presenca de oxigénio e o escurecimento ndo enzimatico (Reacdo de Maillard). Porém, se
substancias migrarem das embalagens para o0 alimento importantes consequéncias

toxicoldgicas para o consumidor podem acontecer (AZEREDO, 2012).

! Montagem a partir de imagens coletadas nosite de busca google.com.br
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1.8 Aspectos legais

Desde o inicio das hipoteses de que o bisfenol A em baixas concentragdes no
organismo humano poderiam causar efeitos adversos a salde muitos trabalhos questionam a
faixa de exposicdo humana ao bisfenol A. Em 2006, a EFSA definiu a Ingestdo Diaria
Aceitavel (IDA) do bisfenol A em 50 pg bisfenol A/kg de PC/dia. Esta IDA tem por base o
nivel de dose sem efeitos nocivos - No-Observed Adverse Effect Level (NOAEL) - de 5.000
po/kg PC/dia decorrente de um estudo multigeracional de toxicidade reprodutiva em ratos, e a
aplicacdo de um fator de incerteza de 100, que é considerado seguro com base em toda
informacdo sobre a toxicocinética do bisfenol A (EUROPEAN FOOD SAFETY
AUTHORITY, 2006).

Em 2011, apds avaliacdo dos dados toxicoldgicos publicados entre 2007 e 2010 a IDA
foi mantida, pois a Autoridade Europeia relatava que ndo havia evidéncias baseadas em dados
toxicoldgicos de humanos e animais que justificassem as alteragdes nos valores (COMISSAO
DAS COMUNIDADES EUROPEIAS, 2011a, 2011c). No mesmo ano a Comissdo Europeia
publicou 0 Regulamento n° 10/2011, de 14 de janeiro de 2011, que autorizava 0 uso de
bisfenol A, em embalagens plasticas que entravam em contato com alimentos, com limite de
migracdo especifica (LME) de 0,6 mg de bisfenol A/kg de alimento, ndo restringindo o uso do
material plastico utilizado. Entretanto, em 28 de janeiro do mesmo ano publicou a Diretiva n°
8 proibindo o uso do material plastico policarbonato para a fabricagdo de mamadeiras
(COMISSAO DAS COMUNIDADES EUROPEIAS, 2011b). Em 2013 o Parlamento
Europeu proibiu a utilizacio de bisfenol A na fabricacdo de copos e garrafas de
policarbonatos de bisfenol A destinados a lactentes (0 a 6 meses) e criangas pequenas
(COMISSAO DAS COMUNIDADES EUROPEIAS, 2013).

Em 2014, a EFSA estabeleceu uma nova IDA de 4 pg/kg PC/dia. No entanto, a
Autoridade determinou a IDA como temporaria, na dependéncia do resultado esperado de um
estudo de toxicologia a longo prazo do bisfenol A em roedores levado a cabo pelo Programa
Nacional de Toxicologia da Agéncia Federal do Departamento de Saude e Servico Humano
dos Estados Unidos da América - National Toxicology Program/Food and Drug
Administration (U.S.NTP) - (EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY, 2015;
NATIONAL TOXICOLOGY PROGRAM, 2019). Baseado no novo valor da IDA foi
estabelecido um LME de 0,05 mg de bisfenol A/kg de alimento.

Apesar de ter havido restricdes no uso de bisfenol A nos materiais e objetos de

plastico destinados a entrar em contato com alimentos para lactentes e criancas pequenas, tais
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medidas ndo haviam sido adotadas em relagdo ao bisfenol A usado em \vernizes e
revestimentos aplicados em latas para acondicionar alimentos. Entendendo que 0 mesmo
pressuposto relativo a exposicdo de materiais de plastico em contato com alimentos é
aplicavel aos vernizes e revestimentos que tenham sido produzidos a partir de bisfenol A e
que entrem em contato com alimentos destinados a lactentes e criangas pequenas o
Regulamento da Unido Europeia (EU) n° 213/2018 estabeleceu que ndo fosse permitida a
migracdo de bisfenol A a partir de vernizes ou revestimentos aplicados a materiais e objetos
especificamente destinados a entrar em contato com formulas para lactentes ou produtos
semelhantes  especificamente  destinados a  criancas  pequenas (COMISSAO DAS
COMUNIDADES EUROPEIAS, 2018).

A confeccdo de mamadeiras usando policarbonatos de bisfenol A foi proibida no
Canada em 2008. Em 2010, na Dinamarca, foi banido o uso de bisfenol A em materiais que
entrassem em contato com alimentos destinados a criangcas até 3 anos. Na Franca a restricao
de todos os materiais que contenham bisfenol A e entrem em contato com alimentos ocorre
desde 2015 (BISPHENOL A, 2017).

A OMS estimou a exposicdo ao bisfenol A baseada nas informagGes disponiveis sobre
padrdes de consumo de alimentos e a ocorréncia de bisfenol A em alimentos relevantes para
0S grupos populacionais de interesse. Para estimar a exposicdo foram consideradas variedades
de dietas, combinando consumo diario de pior cenario (100% de consumo de alimentos
enlatados) para o melhor cenario (25% do consumo de alimentos enlatados) com dados de
concentracdo (média e maxima). A exposicdo média de bebés amamentados exclusivamente é
estimada como sendo de 300 ng/kg PC/dia e a exposicdo no percentil 95 € estimada em 1300
ng/lkg PC/dia. Com base nas estimativas mais relevantes, a exposicdo média para adultos foi
de 10 a 400 ng/kg PC/dia. Para criancas e adolescentes a exposicdo média foi de 100 a 500
ngkg PC/dia no percentil 95 (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2011). Mesmo
diante do pior cenario, a avaliagdo da exposicdo tem apresentado valores inferiores a IDA
estabelecida. Porém, o0s questionamentos quanto a seguranca envolvendo a exposicdo ao
bisfenol A, mesmo em niveis baixos, permanecem inconclusivos.

No Brasil, a Resolugdo RDC n° 17, de 17 de marco de 2008, estabelece o LME de 0,6
mg (60 pg) de bisfenol A/kg de alimento ou simulante. J& a RDC n° 41, de 16 de setembro de
2011, proibe a fabricacdo e importacdo de mamadeiras que contenham a substancia bisfenol A
na sua composicdo. Em 2012, a RDC n° 56, de 16 de novembro de 2012, manteve 0 mesmo

valor de LME para o bisfenol A e ndo autoriza o uso de bisfenol A em polimeros utilizados na
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fabricagdo de mamadeiras e artigos similares destinados a alimentacdo de lactentes
(AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2008; 2011a; 2012).

1.9 Métodos analiticos

Analisar bisfenol A ndo é uma tarefa facil, visto que a contaminacdo pode ocorrer
desde o tratamento de amostras até a sua determina¢do, por meio dos instrumentos de
laboratorio, solventes, reagentes, cartuchos de extracdo em fase sélida (EFS) e agua Milli-Q
(WATABE et al., 2004). A remocdo de bisfenol A dos solventes e da &gua tem sido
demonstrada em alguns estudos através da pré-lavagem dos cartuchos com metanol e uso de
membrana de extracdo (tipo Envi'M-18 Disk) para contaminantes organicos em amostras de
agua potavel (INOUE et al., 2000).

Devido ao grande numero de alimentos contaminados com o bisfenol A muitos
métodos analiticos tém sido desenvolvidos para analise das amostras. Algumas técnicas sdo

apresentadas na Tabela 2.

Tabela 3 - Métodos analiticos para determinacdo de bisfenol A em alimentos

Método Analitico LOQ LOD Amostra Referéncia
EFS/CG-EM! 0,28-85,3  0,06-0,36 Leite integral CASAJUANA,
L/kg Ho/kg LACORTE, 2004
Sol-gel IAE/CLAE-FL2 0,4 /L 0,1 WL Refrigerante de BRAUNRATH;
laranja em lata CICHNA, 2005
HS-SPME-CG-EM3 0,30-0,60 0,10 po/kg Alimentos RASTKARI,
Ho/kg enlatados YUNESIAN;
AHMADKHANIHA,
2011
ECF-SPME-CG-EM* 0,052 /L Agua MUDIAM et al., 2011
IAE-CLAE-FL® 3,4 /L Bebidas BRAUNRATH et al.,
energéticas 2005

Fonte: O autor, 20109.

Legenda: * Extracdo em fase sélida combinado com cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. 2
Coluna Sol-Gel de imunoafinidade combinado com cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a fluorescéncia. *
Microextragcdo por fase sélida no headspace combinado com cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massa.
* Microextracdo por fase sélida no headspace combinado com cromatografia a gas acoplada & espectrometria de
massa com derivatizacdo. ° Extracdo por imunoafinidade Coluna de imunoafinidade combinado com cromatografia
liquida de alta eficiéncia acoplada a fluorescéncia. LOD: Limite de Detec¢do. LOQ: Limite de Quantificagdo.
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Dependendo da natureza da matriz a extracdo do bisfenol A podera exigir tratamentos
distintos que incluem pré-tratamento, extracdo, purificacdo, concentracdo e, em alguns casos,
derivatizacdo. A extracdo com solventes é a técnica mais recorrente para a separacao do
bisfenol A de amostras sélidas, enquanto a EFS é a mais comum para amostras liquidas. Os
extratos com bisfenol A comumente necessitam da limpeza, sendo assim, a extracdo liquido-
liqguido (ELL) e EFS sdo as mais usadas. A remocdo de proteinas por precipitacdo quase
sempre é necessaria e, para isso, a acetonitrila é o solvente preferencial (BALLESTEROS-
GOMEZ; RUBIO; PEREZ-BENDITO, 2009; CAO, 2010).

A extragdo de bisfenol A das matrizes alimentares ou de fluidos corporais usando
solventes € uma pratica comum, sendo a acetonitrila 0 solvente predominante. O n-hexano, n-
heptano e trimetilpentano tém sido usados juntamente com a acetonitrila para extrair bisfenol
A de alimentos ricos em lipidios. Porém o uso de outros solventes como cloroférmio,
diclorometano e metanol também tem sido observado. O uso de cartuchos de extracdo para
clean-up € uma etapa recorrente a fim de remover os interferentes, sendo o Oasis HLB
(Hidrofilica-Lipofilica) e Cis (octadecilsiloxano), os cartuchos de fase solida mais usuais. As
colunas de imunoafinidade também sdo usadas para extrair bisfenol A e limpar os extratos a
partir da extracdo com solventes (CAO, 2010).

Nos ultimos anos o método QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe)
tem sido uma alternativa, pois apresenta como vantagens ser um metodo rapido, facil,
econbmico, efetivo, robusto e seguro (ANASTASSIADES et al., 2003). O método criado teve
0 objetivo de superar limitacGes praticas para a extracdo de agrotdxicos a partir de legumes e
frutas, mas seu uso se expandiu para outras matrizes. Originalmente, 0 método foi baseado na
extracdo usando acetonitrila, acompanhado por uma particdo liquido-liquido apds a adicdo de
sais e de uma extracio em fase soOlida dispersiva (D-SPE) (Dispersive Solid Phase
Extraction). O efeito salting-out, promovido pela adicdo dos sais, objetivava melhorar a
recuperacdo de analitos polares, uma vez que a adicdo de sais diminui a solubilidade das
substancias polares na fase aquosa, assim como a quantidade de agua na fase organica e vice-
versa. A etapa de limpeza (clean-up) é fundamental, visto que remove coextrativos presentes
na matriz que poderiam interferir nas andlises (PRESTES et al., 2009).

Tradicionalmente, eram empregados EFS, mas no novo método o extrato é colocado
em contato com uma mistura contendo 25 mg do sorvente amina priméaria-secundaria (PSA)
(primary secondary amine) e 150 mg de sulfato de magnésio (MgSQO4). O sorvente retém as
interferéncias da matriz e ap6s agitacdo manual e centrifugacdo o0 extrato estd pronto para ser
injetado no sistema cromatografico (PRESTES et al., 2009).
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Outra etapa muito comum nas andlises de bisfenol A é a derivatizagdo devido a
presenca dos dois grupos hidroxil do bisfenol A. Muitos derivatizantes podem ser usados
como o anidrido acético e N-O-Bis (trimetilsilil) trifluoroacetamida (BSTFA) em analise por
CG-EM em modo de ionizagdo por impacto de elétrons e os derivatizantes acido de anidrido
pentafluorpropiénico, brometo de pentafluorbenzila e cloreto de pentafluorozoila também em
analise por CG-EM no modo de ionizacdo por impacto de elétrons. JA& em cromatografia
liquida acoplada a fluorescéncia o reagente de escolha tem sido o 4-(4,5-difenil-imidazol-2-il)
cloreto de benzoila (DIB-CI) (CAO, 2010). A etapa de concentragdo por evaporagdo do
solvente é de suma importancia por causa da baixa concentragdo do analito em alimentos. A
filtracdo e a reconstituicdo com solvente organico completam o tratamento da amostra.

Em relacdo a separacdo e deteccdo, fazem-se necessarios métodos sensiveis e
seletivos, uma vez que 0 contaminante estd presente em quantidades tracos, por isso 0s mais
comuns sdo a cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de fluorescéncia (CLAE-
FL), a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massa (CLAE-
EM), cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massa sequencial
(CLUE-EM/EM) e a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM),
ainda que a cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector eletroquimico (CLAE-DE) e
0 imunoensaio sejam também aplicaveis (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2012;
BALLESTEROS-GOMEZ; RUBIO; PEREZ-BENDITO, 2009).

A cromatografia € um método de separacdo dos componentes de uma mistura,
realizado por meio da distribuicdo destes em duas fases imisciveis. Uma fase se move
enquanto a outra continua estacionaria. A fase mdvel ao passar pela fase estacionaria permite
a distribuicdo dos componentes da mistura pelas duas fases, de tal maneira que cada um deles
é seletivamente retido, em consequéncia sdo geradas velocidades diferentes de migracdo no
sistema cromatografico. Dependendo do estado fisico da fase mdvel a cromatografia pode ser
dividida em cromatografla gasosa (gas inerte), liquida e supercritica (vapor pressurizado)
(COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

N&o ha uma técnica padrdo-ouro estabelecida, porém a cromatografia liquida oferece a
vantagem da simplicidade sobre a cromatografia gasosa para o qual a etapa de derivatizacdo ¢
necessaria (BALLESTEROS-GOMEZ; RUBIO; PEREZ-BENDITO, 2009). A CLAE-
EM/EM prové maior confilanga na identificacdo do pico baseado no espectro de massa. Tanto
a ionizacdo por eletrospray por ions negativos (ESI) como ionizacdo quimica a pressao
atmosférica (APCI) apresentam como ion mais abundante no espectro de massa do bisfenol A
0 [M-H] mvz 227 que é usado para a quantificacdo na CLUE-EM/EM. Os ions de fragmento
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m/iz 212 e 133 sdo os produtos mais proeminentes dos fragmentos obtidos por CLUE-
EM/EM, por isso, sdo usados para a quantificacdo e confirmacdo do bisfenol A (SHAO et al.,
2005).

1.10 Leite

Brasil, em 2017, foi 0 quinto maior produtor de leite do mundo, tendo produzido mais de 23
milndes de toneladas (DEPARTAMENTO DE AGRICULTURA DOS ESTADOS UNIDOS -
United States Department of Agriculture — USDA) (UNITED STATES DEPARTMENT OF
AGRICULTURE, 2018). As projec6es do mercado internacional para o Brasil sdo favoraveis, pois
no pais a producéo tém apresentado resultados positivos nos ultimos 54 anos como apresentado no
Gréfico 1.

O leite de vaca continua sendo o leite de maior producdo mundial tendo atingido mais de
811 milhdes de toneladas de litros em 2017 (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF
THE UNITED NATIONS, 2018). Em relacdo ao Brasil, 0 IBGE estimou que a producéo nacional
tenha atingido 33,6 milhes de toneladas em 2016 (VILELA et al., 2017).

Grafico 1 - Producdo de leite no Brasil de 1961 a 2015
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Fonte: VILELA etal., 2017.

Dentre os Estados da Federacdo Minas Gerais se apresenta como o maior produtor, sendo
responsavel por mais de 26% da producdo nacional, seguido de Rio Grande do Sul, Sdo Paulo,
Santa Catarina, Goias e Bahia (EMBRAPA, 2017; IBGE, 2017).

Segundo dados do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), as

exportagOes brasileiras do agronegdcio atingiram US$ 9,21 bilhdes em junho de 2018 com
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participacdo de mais de US$ 4 milhGes das exportagdes com os derivados lacteos. O agronegocio
leite ocupa um espaco de destaque pela sua importancia social e pela sua distribuicdo em todo
territorio nacional, gerando milhdes de empregos diretos e indiretos (FEDERACAO DAS
INDUSTRIAS DO ESTADO DE SAO PAULO, 2018).

Essa importancia esta relacionada com o grande valor nutricional que o leite e seus
derivados apresentam, uma vez que sao fontes de proteinas de alto valor biolégico, minerais e
vitaminas. O Regulamento da Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal
(RIISPOA) entende leite, sem outra especificagdo, o produto oriundo da ordenha completa,
ininterrupta, em condicGes de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas (BRASIL,

2017a). A Figura 8 apresenta o fluxograma das operagOes na producdo de leite e seus derivados.

Figura 8 - Desenho esquematico do fluxograma das operacBes associadas ao beneficiamento

do leite
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Fonte: VENTURIN; SARCINELLI; SILVA, 2007.

Segundo a Instru¢cdo Normativa (IN) n° 77, de 26 de novembro de 2018, a etapa de recepcéo
do leite é de extrema importancia para a manuten¢do da qualidade fisico-quimica. O resfriamento é
uma medida eficaz para a contengéo da acidificagdo causada pelo crescimento das bactérias lacteas,
para isso sdo usados sistemas de pré-resfriamento ou tanques de expansdo direta (tanques de
deposito ou refrigeracdo) em aco inoxidavel. O transporte de leite cru refrigerado deve ser feito em
carros-tanques isotérmicos, em aco inoxidavel, das propriedades rurais até os estabelecimentos

industriais em sistema fechado. Para isso sdo usadas mangueiras e bombas sanitarias, a fim de



recolher o produto diretamente do tanque de refrigeracdo, porém também é permitido o transporte
em latbes. A armazenagem deve ser feita em tanques de armazenagem com controle de temperatura
(£4,0°C). Acetapade padronizacdo € feita por desnatadeiras centrifugas que retiram parcialmente a
gordura do leite, mantendo constante o teor no produto final (BRASIL, 2018a).

O processamento pode ser feito para producédo de leite para consumo (leite pasteurizado,
leite esterilizado ou leite ultra alta temperatura - UAT ou UHT) e producdo de derivados. O
tratamento térmico € aplicado ao leite com o objetivo de evitar perigos a saude puablica decorrentes
da acdo de microrganismos patogénicos. Quanto a pasteurizacdo, ela pode ser de dois tipos:
pasteurizacdo lenta e rapida. No primeiro tipo é aplicado ao leite um aquecimento indireto entre
63°C e 65°C por 30 minutos, sendo mantido o leite sob agitacdo mecanica e lenta, em aparelhagem
prépria e no segundo 0 aquecimento ocorre em camada laminar entre 72°C e 75°C pelo periodo de
15 a 20 segundos, em aparelhagem prépria. Em relacéo a esterilizagdo, € aplicada ao leite uma
temperatura entre 110°C e 130°C pelo periodo de 20 a 40 minutos, em equipamentos préprios. Ja no
processo UAT é aplicada uma temperatura entre 130°C a 150°C pelo periodo de 2 a 4 segundos,
mediante processo de fluxo continuo (BRASIL, 2017a).

A homogeneizagdo tem o objetivo de prolongar a estabilidade da emuls&o de gordura,
reduzindo mecanicamente o tamanho dos glébulos, além de melhorar a digestibilidade do produto.
O processo consiste em diminuir mecanicamente o tamanho dos globulos de gordura, para menos
de 1,0 pm, de forma a retardar sua separacdo espontdnea (FERREIRA, 2007). Apés a
homogeneizagdo o leite pasteurizado ou esterilizado podem ser envasados automaticamente em
circuito fechado e expedido para consumo ou armazenados em camara frigorifica. Porém, o leite
UAT deve ser imediatamente resfriado a menos de 32°C e envasado sob condicGes assépticas em
embalagens esterilizadas e hermeticamente fechadas (BRASIL, 2017a).

O Regulamento estabelece parametros de qualidade para produtos de origem animal, entre
eles o leite e derivados, que abrange: contagem de células somaticas (CCS); contagem bacteriana
total (CBT); composicao centesimal; deteccdo de residuo de produtos de uso veterinario e outras
que venham a ser determinadas em norma complementar (BRASIL, 2017a). A CCS no leite
determina a qualidade do leite cru e, consequentemente, monitora a sanidade da glandula
mamaria. Ja a CBT € usada para determinar a quantidade de bactérias aerdbias mesofilas, ou
seja, avalia o crescimento de bactérias viaveis nas condicdes de cultivo; enquanto a deteccao
de residuo de produtos de uso veterinario tem sido nos Ultimos anos, um dos maiores desafios
impostos a indUstria de alimentos lacteos, pois eles podem interferir no rendimento de alguns
produtos, além da possibilidade de causar hipersensibilidade em humanos e resisténcia a

antibioticoterapia e, ainda sdo considerados indesejaveis pelos consumidores (LANGONI et
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al., 2011). Outro pardmetro usado na caracterizagdo da qualidade do leite é a composicao
centesimal de seus principais constituintes. Portanto, o RIISPOA considera leite 0 produto que
atenda as especificacdes apresentadas na Tabela 3.

A IN n° 76, de 26 de novembro de 2018, que aprova o Regulamento Técnico de
Producdo, ldentidade e Qualidade do Leite tipo A subdivide o leite segundo o seu teor de
gordura em: leite integral (minimo de 3,0 g gordura/100 @); leite semidesnatado (0,6 a 2,9 g
de gordura/100 g) e leite desnatado (méximo de 0,5 g de gordura/100 g) (BRASIL, 2018b).

Tabela 4 - Caracteristicas fisico-quimicas do leite cru (%), segundo RIISPOA

Caracteristica fisico-quimica Teor minimo
Gordura (g) 3,0
Proteina (g) 2,9
Lactose (g) 4,3
Solidos ndo gordurosos (g) 8,4
Solidos totais (g) 11,4
Acidez titulavel (g de acido lactico/100mL) 0,14e0,18
Densidade relativa a 15°C (g/mL) 1,028 e 1,034
indice crioscopico (grau Hortvet - °H) -0,530°H e -0,555°H

Fonte: BRASIL, 2017a.

A recomendacédo na ingestdo diaria destes alimentos esté relacionada ao consumo de calcio,
um mineral essencial para a formacdo e a manutencdo da estrutura dssea, além de desempenhar
outras funcdes no organismo. As necessidades de criangas de 3 e de 4 a 8 anos sdo atendidas com
ingestdo diaria de calcio de 500 mg e 800 mg, respectivamente. Ja os pré-escolares (1 a 6
anos) e os escolares (7 a 14 anos), o atendimento das necessidades desse mineral requer o
consumo de 3 copos (600 ml) e de 2 a 3 copos (400 ml a 600 ml) de leite por dia,
respectivamente. A necessidade de célcio por dia para os adolescentes de ambos 0s sexos € de
1.300 mg e, entre idosos, de 1.200 mg. As necessidades de calcio para gestantes também sdo
maiores: adolescentes gravidas, 1.300 mg/dia, e gestantes adultas, 1.000 mg/dia. A
recomendacdo geral do MS é o consumo diério de trés porgdes de leite e derivados (BRASIL,
2006). No guia alimentar para criancas menores de dois anos a recomendacdo didria, para
criangas desmamadas, a partir dos seis meses até os dois anos também séo trés porcbes de
leite e produtos lacteos (BRASIL, 2013).

Dados da ultima Pesquisa de Orcamentos Familiares (POF) 2008-2009 mostraram que

o consumo meédio de leite integral per capita € maior que o leite desnatado (BRASIL, 2011b).
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Estima-se que o Brasil ira produzir mais de 47 milhGes de toneladas de leite em 2025. A demanda
atual por lacteos tem crescido mais do que o crescimento da populacéo. Isso pode estar relacionado
com as mudancas nos habitos alimentares, no poder aquisitivo e nas condi¢ces de bem-estar dos
individuos, ocasionando uma mudanca no consumo per capita de lacteos. A previsdo da
Federacdo das Industrias do Estado de Sdo Paulo (Fiesp) é que a demanda por leite longa vida
e queijos crescam até 2020 (VILELA et al., 2016).

Apesar da composicdo adequada de nutrientes, o leite oferecido aos consumidores pode ndo
ser puro. A contaminagcdo por microrganismos patogénicos ou deteriorantes, por residuos
veterinarios ou por disruptores endocrinos pode comprometer a qualidade do produto e, portanto, a
salde da populagdo. A fim de evitar a contaminacdo microbiana e por residuos veterinarios as
Instrucdes Normativas e Regulamentos descrevem a necessidade de testes com o objetivo de
detectarem valores acima do permitido e evitarem a comercializacdo do produto. Entretanto, ndo ha

nenhuma obrigatoriedade na andlise de disruptores enddcrinos como o bisfenol A.
1.11 Cadeia de suprimento de laticinios e ocorréncia de bisfenol A

A producdo de laticinios segue varios estagios com inicio na alimentacdo do animal,
seguida pela producdo do leite cru na fazenda e posterior processamento como apresentado na

Figura 9.

Figura 9 - Desenho esquematico da cadeia de suprimento do leite
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Fonte: Adaptado de VAN ASSELT et al., 2017.
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A garantia da seguranga alimentar é obtida avaliando os perigos ao longo da cadeia de
producdo. Programas de monitoramento devem ser rigorosamente implementados como as
Boas Praticas Agricolas (BPA), Programa de Autocontrole (PAC) e o Sistema de Analise de
Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC). Os perigos microbioldgicos, fisicos e
quimicos devem ser controlados ao longo da cadeia produtiva, sendo os primeiros causados
por agentes microbiologicos, ou seja, bactérias ou virus que sdo responsaveis pelas doencas
transmitidas por alimentos (DTA), os fisicos ligados a presenca de corpos estranhos nos
alimentos e, o0s quimicos que entram na cadeia de abastecimento atraves da produgdo
primaria, quando o animal ingere alimento contaminado, atraves da absorgdo de substancias
quimicas como resultado do pastoreio em solos contaminados, ou através da administracdo de
medicamentos veterinarios (BRASIL, 2017a).

A qualidade na producdo do leite estd relacionada ao meio ambiente e depende, em
grande parte, das atividades humanas. A aplicacdo de material contaminado no solo, como
esgoto ou residuos industriais, e a deposicdo atmosférica de atividades industriais proximas as
fazendas produtoras resultam em uma ampla gama de contaminantes ambientais que entram
na cadeia produtiva do leite. Como muito desses quimicos ambientais sdo lipossoliveis, como
0 bisfenol A, eles poderdo ser armazenados no tecido adiposo, secretados juntamente com a
gordura do leite, podendo se acumular nos derivados lacteos ao longo da cadeia de laticinios.
Além disso, o bisfenol A pode ser introduzido durante a ordenha a partir de pecas plasticas
(derivadas de resinas plasticas) das maquinas de ordenha, e podem ser detectados em produtos
lacteos, provenientes de tubos de PVC usados durante o processo de ordenha ou também
transferidos do leite a granel para tanques estocados (VAN ASSELT et al., 2017).

Geralmente, no final do processamento de leite, 0s contaminantes ja presentes no leite
ndo sdo afetados por processamento adicional na fabrica de laticinios, alem disso, em alguns
casos, 0s residuos podem ser concentrados no produto final e causar aumento nos niveis dos
contaminantes. Finalmente, o bisfenol A também pode migrar como aditivo do material de
embalagem para o leite ou produtos lacteos. Sendo a polimerizagdo de mondmeros raramente
completa, o bisfenol A pode migrar de embalagens plasticas em niveis muito baixos, e essa
migracdo representa uma causa adicional de contaminacdo da cadeia do leite (DANAHER,
JORDAN, 2013). Figura 10 apresenta um esquema de contaminacdo do leite por bisfenol A
ao longo do processo produtivo.
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Figura 10 - Exposicdo humana ao leite e seus derivados contaminados por bisfenol A ao
longo da cadeia produtiva
=y

Procsssamento Embalagem

Produgio ”’
dz lzite Distribuig3o

Cadaia é= suprimento Exposigio
d= laticinios huvmana

Contaminagio
por BFA

e
HO ~ “OH

Fonte: Adaptado de MERCOGLIANO; SANTONICOLA, 2018.

1.12 Validacao

Um importante aspecto a ser levado em consideracdo no suporte as a¢fes de vigilancia
sanitaria ¢ a confiabilidade das medicbes analiticas dos laboratérios de salde publica. E
funcdo do laboratério de ensaio demonstrar que os resultados adquiridos sdo de confianca e
adequados para o prop6sito (SOBOLEVA; AMBRUS, 2004).

A fim de qarantir informacGes confiaveis e interpretaveis geradas pelo método
analitico de escolha é necessaria uma avaliagio do método. Portanto, a validacdo deve
demonstrar que o método analitico é adequado a finalidade a que se destina e capaz de
produzir resultados confiaveis (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA,
2017). O Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO) estabelece
0s parametros a serem verificados: seletividade, linearidade, faixa de trabalho, efeito matriz,

limite de deteccéo, limite de quantificacdo, tendéncia/exatiddo e precisdéo (INMETRO, 2018).
1.12.1 Seletividade

A seletividade de um método analitico é a capacidade dele avaliar, de forma
inequivoca, as substancias em analise na presenca de componentes que possam interferir com
a sua determinagdo mesmo em uma amostra complexa. Em um estudo de validacdo de um
método cromatografico, a seletividade deve ser comprovada através da pureza cromatogréfica
do sinal do analito, ou seja, garantir que o pico de resposta seja exclusivamente da substancia
de interesse, exceto para produtos bioldgicos (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2017).
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Nos métodos de identificacdo, a capacidade de se obter resultado positivo para a
amostra contendo o analito e resultado negativo para outras substancias presentes na amostra
deve ser demonstrada (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2017).

1.12.2 Linearidade

A linearidade de um método analitico deve ser demonstrada através da sua capacidade
na obtencdo de respostas analiticas diretamente proporcionais a concentragdo de um analito
em uma amostra. Para isso, durante toda a faixa estabelecida para o método uma relacéo
linear deve ser avaliada (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2017).

1.12.3 Faixa de trabalho

A partir dos estudos de linearidade, a faixa de trabalho é estabelecida juntamente com
os resultados de precisdo e exatidio, sendo dependente da aplicacio pretendida (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2017; INMETRO, 2018). A utilizacdo da
faixa de trabalho é definida a partir da observacdo do limite de restricdo do analito, presente
na legislacdo. Esta concentragcdo deve situar-se no meio da faixa de trabalho, onde a curva
analitica apresenta a menor incerteza para a determinacdo da concentracdo. Os niveis de
concentracdo da curva analitica devem ser igualmente espacados e preparados com trés
repeticbes genuinas (SOUZA; JUNQUEIRA, 2005).

1.12.4 Efeito matriz

Efeito matriz é o efeito causado pelos componentes da matriz na resposta analitica.
Dessa forma, substancias inerentes & matriz coeluem com as substancias de interesse. Isso
pode ocasionar problemas analiticos na presenca da matriz comparado ao mesmo analito em
solente (INMETRO, 2018).

O paralelismo das retas é indicativo de auséncia de interferéncia dos constituintes da
matriz que deve ser demonstrado por meio de avaliacdo estatistica adequada (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2017).

Os estudos de efeitos matriz podem ser realizados com o preparo de curvas de
calibracdo em solvente e curvas de analitos em matriz (amostras branco) com concentragdes

idénticas ou abrangendo a mesma faixa de concentragao.
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1.12.5 Limites de deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ)

O limite de deteccdo é a menor quantidade do analito presente em uma amostra que
pode ser detectado, porém, ndo necessariamente quantificado, sob as condi¢des experimentais
estabelecidas (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2017; INMETRO,
2018). Pode ser determinado por meio de método visual, da razdo sinal-ruido, baseado na
determinacdo do branco ou pardmetros da curva de calibragio (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2017).

O limite de quantificacdo € a menor concentragdo do analito que pode ser determinada
com um nivel aceitdvel de exatiddo e precisdo sob as condicbes experimentais estabelecidas.
Para determinar este parametro os mesmos procedimentos estabelecidos para o limite de
deteccdo podem ser seguidos, sendo que a razdo sinal/ruido deve ser, no minimo, de 10:1,
enquanto no limite de deteccdo a razio deve ser maior ou igual a 2:1 (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2017).

1.12.6 Tendencia/Exatidao

Num método analitico, a exatiddo € a concordancia entre os resultados individuais do
método em estudo em relacdo a um valor aceito como referéncia (AGENCIA NACIONAL
DE VIGILANCIA SANITARIA, 2017). Esse parametro pode ser expresso como percentual
de recuperacdo, durante a determinacdo de uma concentracdo conhecida de substancia em
exame num meio de composicdo definida. Experimentos para avaliar a exatiddo de um
método podem ser obtidos com materiais de referéncias, materiais de referéncia certificados,
métodos de referéncia ou realizacdo de ensaios de recuperacdo. A exatiddo € avaliada

numericamente por meio da tendéncia (INMETRO, 2018).

1.12.7 Precisdo

A precisdo pode ser definida como a quantidade de dispersdo nos resultados obtidos de
mlltiplas analises de uma amostra homogénea. Ela pode ser analisada através da
repetibilidade e da precisdo intermediaria. A repetibilidade é o grau de concordancia entre
resultados de medicdes sucessivas de um mesmo mensurando, efetuadas sob as mesmas
condicdes de medicdo, ou seja, mesmo procedimento de medicdo; mesmo observador; mesmo

instrumento usado sob mesmas condices; mesmo local e mesmas repeticbes em curto espago
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de tempo (THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002; INMETRO, 2018). A preciséo deve ser
demonstrada pela dispersdo dos resultados, calculando-se o desvio padrdo relativo (DPR) da
série de medigdes (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2017).

A precisdo intermedidria € avaliada sob condi¢es que possam compreender 0 mesmo
procedimento de medicdo, 0 mesmo local e medicdes repetidas no mesmo objeto ou objetos
similares, durante um periodo extenso de tempo, podendo incluir outras condicGes submetidas
as mudangas. A precisdo intermediaria pode ser determinada por varios metodos como

gréficos de controle do desvio padrdo ou por meio de equag¢des (INMETRO, 2018).

1.13 Vigilancia Sanitaria

As acles preventivas sdo de extrema importdncia para as praticas médico-sanitarias.
Logo, a atuacdo da Vigilancia Sanitaria sobre os fatores de risco associados a produtos,
insumos e servigos relacionados com a saude, com o ambiente e o ambiente de trabalho é a
forma mais eficaz para a promocdo, protecdo, recuperacdo e reabilitacio da salde
(ROZENFELD, 2000).

A Lei n° 8.080, de 19 de setembro de 1990, definiu a Vigilancia Sanitaria como um
conjunto de agbes capaz de eliminar, diminuir, ou prevenir riscos a saude e de intervir nos
problemas sanitarios decorrentes do meio ambiente, da producdo e circulacdo de bens e da
prestacdo de servicos de interesse da salde. Essa abrangéncia das acbes de Vigilancia
Sanitaria com a introducdo do conceito de risco se concilia com o papel atual do Estado
através da sua funcdo reguladora da producdo econbmica, do mercado e do consumo
(BRASIL, 1990).

A sociedade moderna tem como principal caracteristica 0 consumo crescente de
mercadorias, bens e servicos. Desse aumento sdo gerados muitos riscos e danos a salde do
individuo e da coletividade, assim como ao meio ambiente. Portanto, as acdes de Vigilancia
Sanitaria, como definidas pela Lei Organica da Saude, sdo inseridas no ambito das relagbes
sociais de producdo e consumo, onde se tem origem a maior parte dos problemas de salde
(ROZENFELD, 2000).

A fim de que a Vigilancia Sanitaria consiga cumprir seu papel, hd a necessidade dela
se integrar e se articular ao conjunto de préaticas sanitarias, usando diferentes instrumentos
com a participacdo da sociedade civi. Os incontdveis riscos a saude da populacdo
provenientes do uso de medicamentos, vacinas, alimentos, hemoderivados, agrotoxicos,

cosméticos e muitos outros devem ser controlados. AcBes de controle sanitario nos: a) portos,
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aeroportos e fronteiras (evitando a entrada de doencgas exdticas); b) na prestacdo de servigos
(devido ao uso concomitante de novas tecnologias gerando risco a saude); ¢) no manejo de
residuo de forma inadequada (evitando os potenciais efeitos nocivos dos residuos sobre o
meio ambiente, a salde humana e animal) sdo algumas acbes tomadas pela Vigilancia
Sanitaria para controlar os riscos (WALDMAN, 1991).

Depois de identificados os riscos, as acGes de controle podem ser tomadas. Além da
legislacdo e fiscalizagdo, a comunicacdo, a educagdo sanitdria, os sistemas de informacdo, o
monitoramento da qualidade de produtos e servicos, a vigilancia epidemiologica de eventos
adversos e varios outros instrumentos podem ser usados. Segundo Waldman (1991) o
monitoramento € uma pratica na area da salde que tem o objetivo de acompanhar e avaliar,
controlar mediante acompanhamento, para alertar quanto a necessidade de intervencéo.
Portanto, estudos que avaliem e monitorem contaminantes na cadeia produtiva Ss&o

fundamentais para tomadas de decisdo que protejam a saude do individuo.

1.14 Justificativa

O consumo de leite e seus derivados sdo importantes alimentos da dieta de diferentes
faixas etérias indicando que o controle sobre este produto deve ser rigoroso, a fim de se
monitorar 0s potenciais contaminantes que individuos possam estar expostos.

Nos Ultimos anos, a comunidade cientifica tem demonstrado a ocorréncia de efeitos
adversos a saude relacionados a substancias que podem ser encontradas em baixas doses em
alimentos. Uma dessas substancias € o bisfenol A e, por este motivo, tem recebido destaque e
preocupacdo das autoridades sanitarias e dos pesquisadores em todo o mundo. A despeito de
muitas controversias sobre o tema e a falta de consenso sobre a seguranca do bisfenol A, tem
crescido evidéncias que correlacionam essa substancia com efeitos deletérios a salde.

A legislacdo nacional estabelece limite para a migracdo especifica do bisfenol A,
assim como a proibicdo de se comercializar mamadeiras que usem essa substancia na sua
composicdo. Entretanto, o conhecimento sobre a identificacdo das possiveis fontes de
exposicdo ao bisfenol A, a afericdo das concentragdes nos diversos produtos e o nivel de
exposicdo dos individuos a substancia € de extrema importancia para a saude publica. Vale
destacar ainda que o contetdo de bisfenol A pode sofrer uma grande variagdo nos mesmos
alimentos encontrados em diferentes partes do mundo.

Com isto justifica-se a necessidade de pesquisas que avaliem a presenca de bisfenol A

em alimentos consumidos pela populacdo brasileira. Considerando que ndo ha nenhum estudo
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no pais voltado para monitorar a presenca de bisfenol A em alimentos, o presente estudo
busca contribuir com a Vigilancia Sanitaria através de dados que possam servir como formas

para 0 monitoramento da presenca e dos niveis desta substancia em leite bovino.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a contaminacdo de leite fluido integral e leite em po integral por bisfenol A.

2.2 Objetivos especificos

o Otimizar e validar um método analitico para determinacdo de bisfenol A em leite fluido
integral (UAT e pasteurizado) e leite em pd integral por QUEChERS e CLUE-EM/EM;

o Aplicar o método analitico validado na analise de amostras de leite fluido integral (UAT
e pasteurizado) e leite em po integral provenientes de mercados da regido metropolitana do
Rio de Janeiro, RJ;

o Determinar a concentracdo de bisfenol A nas amostras de leite integral analisadas;

o Avaliar a exposicdo ao bisfenol A proveniente do consumo de leite integral

contaminado.
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3 MATERIAL E METODOS

Vidrarias:
a) Baldes volumétricos de capacidades: 1, 2,5 e 10 mL;
b) Béqueres de vidro de capacidades: 10, 20, 100 e 200 mL;
c) Erlenmeyers de vidro com tampa esmerilhada de capacidades de: 40 e 50 mL;
d) Espétulas de metal;
e) Frascos de vidro graduado com tampa de capacidades: 5, 10, 100 e 200 mL;
f) Naveta pequena;
g) Pipetas Pasteur;
h) Provetas volumétricas de capacidade: 5, 10, 50 e 100 mL;
1) Seringas de vidro de capacidade: 5 mL.

As vidrarias e outros materiais, como, por exemplo, as ponteiras das pipetas, usados

no estudo foram submetidos aos seguintes procedimentos para garantir a auséncia de bisfenol

A
a)
b)
c)

d)

9)
h)

Descontaminacdo do material com etanol P.A,

Lavagem em éagua corrente;

Imersdo do material lavado em solucdo de detergente alcalino (Extran 5% (1:1, V/V))
por, no minimo, 12 horas;

Lavagem em agua corrente;

Lavagem com agua ultrapura (MILLI-Q);

Sonificacdo em MeOH (grau CLAE) por 15 minutos repetindo procedimento duas
Vezes;

Secagem do material em nitrogénio;

Frascos de vidro usados para acondicionar as aliquotas de analise foram ainda tratados
em um forno Mufla a 400°C durante a noite;

Guarda do material em local fechado e separado.

Cabe informar que as membranas de filtracdo descartaveis (Filtro Millipore® Millex-

FG Hidrofébico PFTE 0,2 pum) ndo passaram por este tratamento, sendo desprezadas apds o

uso. A andlise de uma solucdo filttrada de MeOH/H,0 (80:20, v/v) mostrou a auséncia de

bisfenol A nas membranas de filtragdo descartaveis, sendo entdo usados durante as analises.
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Equipamentos e Acessorios:

a)
b)
c)
d)
€)
f)
9)

h)

Agitador de tubos (Marconi, MA 162);

Balanca analitica (Sartorius, LP 620P);

Banho Ultrassénico (Branson, 2510);

Bomba a vacuo;

Capela de exaustdo;

Centrifuga com refrigeracdo e capacidade para 10000 rpm (Eppendorf, 5804r);
Cromatégrafo Liquido de Ultra Eficiéncia (CLUE) — Waters, UPLC™ I-Class
ACQUITY™ (Estados Unidos);

Disco/Fittro  ENVI™- 18 DSK 47mm - Sigma-Aldrich (Pennsylvania, Estados
Unidos);

Espectrobmetro de massas sequencial quadrupolo tandem - Waters, Xevo® TQ-S
(Estados Unidos);

Forno Mufla;

Filtro Millipore® Millex-FG Hidrofébico PFTE 0,2 pm (membranas de filtragdo
descartaveis);

Micropipetador automatico de capacidade: 2-10 pL, 20-100 pL; 100-1000 pL;

Modulo triplo de aquecimento/Agitacdo com unidade de evaporagdo (Reacti-Therm
111, 18935/Reacti-Vap I, 18785);

Ponteiras de capacidade: 2-200 pL e 50-1000 pL;

Refrigerador para amostras;

Refrigerador para solucfes e reagentes;

Sistema de filtracdo a vacuo;

Tubos Falcon PP 15 mL.

Reagentes, solventes e padréo utilizados:

a)
b)
c)

d)

e)

Acetona grau CLAE (grau de pureza 99,4%) - J.T. Baker (Philipsburg, Estados
Unidos);

Acetonitrila grau CLAE (grau de pureza 99,9%) - Merck (Darmstadt, Alemanha);

Agua ultrapura (MILLI-Q, Milipore®);

Amina Primaria Secundaria (Primary Secondary Amine — PSA) - Agilent
Technologies — (Santa Clara, Estados Unidos);

Cloreto de sodio (grau de pureza 100%) - Merck (Darmstadt, Alemanha);
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f) Etanol comercial,

g) Hexano grau CLAE (grau de pureza 95%) - J.T. Baker (Pennsylvania, Estados
Unidos);

h) Hidroxido de amdnio 25% - Merck (Darmstadt, Alemanha);

i) Metanol grau CLAE (grau de pureza 99,9%) - Tedia (Fainfield, Estados Unidos);

J) Octadecilsiloxano Cig (ODS) - Agilent Technologies - (Santa Clara, Estados Unidos);

k) Padrdo de Bisfenol A (grau de pureza de 99%) - Sigma-Aldrich (Pennsylvania,
Estados Unidos);

I) Sulfato de magnesio (grau de pureza 98%) - Merck (Darmstadt, Alemanha).

O preparo das solucbes-padrédo usadas no estudo iniciou-se a partir da solucéo estoque.
A solucdo estoque de bisfenol A (S;) de concentracdo 1000 pg/mL foi preparada a partir da
solubilizacdo de 10 mg + 0,1 do padrdo de bisfenol A (99% m/m) em metanol (MeOH),
utilizando baldo volumétrico de 10 mL. A solucdo foi acondicionada em frasco de vidro e
armazenada sob refrigeracdo (5°C e 10°C).

Foi preparada uma solucdo intermediaria (Sapistenol o) contendo o bisfenol A, medindo-
se com auxilio de micropipeta automatica calibrada, uma aliquota de volume nominal igual a
20 pL da solugdo Sipistenola transferindo-a para um baldo volumétrico de 2 mL, avolumando
com MeOH, obtendo-se uma solucdo de interesse a uma concentracdo de 10 pg/mL;

Solucdo intermediaria (Sapistenola) de concentracdo 5 pg/mL: 1000 pL da solucdo
Sonistenola foram transferidos para um baldo volumétrico de 2 mL calibrado, avolumado com
MeOH,;

Solugdo intermediaria (Sapistenoia) de concentragdo 1 pg/mL: 200 pL da solugéo
Sanistenola foram  transferidos para um baldo volumétrico de 2 mL calibrado, avolumado com
MeOH,;

Solugdo intermediaria (Sspistenola) de concentracdo 0,5 pg/mbL: 100 pb da solugéo
Sonistenola foram transferidos para um baldo volumétrico de 2 mL calibrado, avolumado com
MeOH.

Solugéo intermedidria (Sebistenola) de concentragdo 0,05 pg/mL: 100 pL da solugéo
Sapistenola foram transferidos para um baldo volumétrico de 2 mL calibrado, avolumado com
MeOH.

Solugdo intermediaria (Spistenola) de concentracdo 0,005 pg/mL (5 ng/mL): 10 pL da
solucdo  Sypistenola foram transferidos para um baldo volumétrico de 2 mL calibrado,

avolumado com MeOH.
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3.1 Otimizagdo das condi¢cdes CLUE-EM/EM

As condicbes do espectrometro de massas foram otimizadas por infusdo de solucéo
padrdo de bisfenol A (50 ng/mL) preparada em MeOH/H,0O (1:1, v/v). A deteccdo em modo
de ionizacdo positivo e negativo por electrospray ionization (ESI) foi estudado. A escolha do
modo de ionizagdo € baseada na propriedade quimica da substancia, como o bisfenol A
apresenta facilidade de perder um hidrogénio devido ao carater acido que possui, a melhor
resposta foi obtida quando o equipamento foi operado em modo de ionizagdo negativo.

A partir dos ions precursores selecionados nos trabalhos consultados (RODRIGUES-
GOMEZ et al., 2015; SHAO et al., 2005, 2007) foram otimizadas as voltagens adequadas do
cone para se obter um sinal com intensidade méxima para cada ion. A voltagem do cone foi
otimizada e ions protonados [M + H]™ foram selecionados para a substancia alvo. As energias
de colisdo foram otimizadas para as principais transicOes identificadas. As duas transicdes de
jons mais intensas, selecionadas através da relacdo sinal/ruido dos picos cromatograficos,
foram usadas como as transicbes de quantificacdo e confirmacao.

A energia do capilar foi avaliada na faixa de 0 a 4 kV. A temperatura do gas de
dessolvatacdo (N;) foi avaliada na faixa de 200 a 500 °C e temperatura de fonte de 150°C. O
fluxo do gas de dessolvatacdo (N,) foi avaliado na faixa de 300 a 1200 L/h. O fluxo do gas do
cone (N,) foi avaliado na faixa de 150 a 300 L/h. As energias de colisdo de 15 e 20 V foram
usadas para as transicdes de quantificacdo e de qualificacdo, respectivamente.

Dois sistemas de fase mdvel foram avaliados para desenvolvimento do método:
acetonitrila-agua (ACN/H,0O) e MeOH/H,O. A variavel analisada neste teste foi a melhor
resposta analitica usando os diferentes solventes e, a partir da resposta, a melhor proporgéo
entre os dois solventes, sempre em condicdes isocraticas. Em funcdo da resposta
cromatografica ao eluente, avaliou-se também a influéncia do fluxo de fase mdvel baseado na
melhor condicdo de sensibilidade. A adicdo hidroxido de amdnio na fase movel tem sido
observada na literatura (YOUNG; MALLET, 2012), por esse motivo também foi avaliado o
efeito da adicdo de 0,1% de hidroxido de amonio na fase mével MeOH/H,O (60:40). O efeito
de memodria (carryover) foi avaliado com injecdo de solvente ap6s solugdo padrdo 5 ng/mL de
bisfenol A.

A verificagdo do aumento do sinal foi realizada com injecdo de padrédo de 5 ng/mL em
triplicata (mesma solucdo). Ainda foi testada uma etapa de clean-up com uso de PSA e Cig
para diminuir a carga de substancias ndo desejadas presentes no extrato e consequentemente

eliminar o efeito de aumento de sinal. Também, foram testados diferentes solventes e tempos
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de lavagem com a analise de solucdo de bisfenol A a 5 ng/mL, avaliando-se em triplicata as
condicOes realizadas que foram:
a) Diferentes tempos de corrida no método isocratico utilizando MeOH/H,O (70:30) —
tempo variou de 1,5 minutos a 5,0 minutos;
b) Alteracdo do solvente de limpeza para 100% de MeOH, ap6s corrida por 5,0 minutos;
e para solente de lavagem ACN:MeOH:sopropanolH,O (1:1:1:1, viviviv), no final
da corrida por 5,0 minutos.
Foram também testados diferentes volumes de injecdo (1 a 10 pL) usando a solugdo
padrdo de 1,0 ng/mL de bisfenol A.

3.2 Otimizacdo das condi¢cOes de tratamento da amostra

As amostras para andlise de bisfenol A na sua forma livre foram preparadas baseando-
se no método QUEChERS descrita por Przybylski e Segard (2009) e Sartori et al. (2015) a fim
de se obter um método eficiente para extracdo do bisfenol A no menor tempo de analise. A
eficiéncia do método de tratamento de amostra selecionado nesse estudo foi inicialmente
avaliada pela andlise de seis amostras de leite em po fortificadas com bisfenol A em um nivel
de concentracdo de 50 ng/mL (leite reconstituido 1:10). Foram testadas também diferentes
misturas de solvente a base de MeOH/H,O para ressuspensdo. As seguintes composicdes de
MeOH/H,0: 50:50; 70:30; 75:25; 80:20; 90:10; 100:0 (v/v) foram testadas. Além disso,
foram analisadas a influéncia da adicdo de acido férmico 0,1% e hidroxido de amdnio 0,1%

no solvente de ressuspenséo.

3.3 Tratamento do material utilizado para eliminacdo de contaminantes

A andlise de contaminantes de distribuicdo ubiqua em niveis de traco exigem a
verificagdo e eliminacdo da possivel contaminacdo dos materiais utilizados durante o processo
analitico, objetivando evitar a geracao de resultados falso-positivos oriundos desses materiais.

Todos os insumos foram testados para a presenca de bisfenol A. Dos insumos
quimicos usados na etapa de tratamento da amostra somente hexano, sulfato de magnésio
(MgSO,) e cloreto de sodio (NaCl) apresentaram residuos de bisfenol A.

Os sais usados no metodo QUEChERS (MgSO,4 e NaCl) passaram a ser calcinados
durante a noite a temperatura de 400°C antes de serem usados e mantidos acondicionados em

frascos de vidro fechados. O hexano foi filtrado em sistema de filtracdo a vAcuo usando
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membrana (ENVI™™- 18 DSK 47mm — Sigma-Aldrich). Apds esses procedimentos ndo foram
observados problemas de contamina¢do nos brancos de método.

Ensaios de migracdo foram realizados com seringas descartaveis a base de polimero
(seringa tuberculina e insulina) a fim de verificar a contaminagdo por bisfenol A. Duas
analises foram realizadas nas seringas: 1) os corpos cilindricos das seringas foram mantidos
imersos em solucdo MeOH/H,O (80:20, v/vV) por 50 minutos. Apds esse tempo uma aliquota
da solucdo (1 mL) foi transferida para vial, sem etapa de filtracdo ou secagem, e levada ao
CLUE-EM/EM; 2) os émbolos foram deixados imersos em solugdo MeOH/H,O (80:20, viv)
por 50 minutos. Em seguida uma aliquota (1 mL) foi transferida para vial, sem etapa de

filtracdo ou secagem, e levada ao CLUE-EM/EM.

3.4 Condigdes instrumentais

Cromatografo Liquido de Ultra Eficiéncia (CLUE) modelo UPLC™ I-Class
ACQUITY™ (Waters, EUA). Utilizou-se coluna Acquity™ UPLC BEH Cig (100 mm x 2,1
mm d.i., tamanho de particula de 1,7 pm) como fase estacionéria. A temperatura da coluna foi
mantida a 35°C e a taxa de fluxo da fase mdvel foi ajustada em 0,3 mL/min. Solucdo de
metanol e &gua (MeOH/H,0) na propor¢do (70:30) foi usada como fase movel num gradiente
de eluicdo isocratico, com lavagem ACN:MeOH:isopropanolH,O (1:1:1:1, viviviv), no final
da corrida por 5,0 minutos e, estabilizacdo na condi¢éo inicial por 5,0 minutos. O volume de
injecdo foi de 5 pL. A deteccdo do analito foi realizada usando um espectrometro de massa de
quadrupolo tandem (Waters, Xevo® TQ-S) equipado com uma fonte de ionizacdo por
electrospray (ESI). Os parametros de fonte otimizada foram voltagem no capilar de 2 kV,
temperatura de dessolvatacdo de 400°C e temperatura de fonte de 150°C. O argbnio foi usado
como 0 gas de colisdio em fluxo de 0,15 mL/min. O nitrogénio foi utilizado como gas de
dessolvatacdo e gas do cone nos fluxos de 750 L/h e 150 L/h, nesta ordem. Energias de
colisdo de 15 e 20 V foram usadas para as transicOes de quantificacdo (m/z 227>212) e de

qualificacdo (m/z 227>133), respectivamente.
3.5 Preparo das amostras
Trés gramas de leite fluido ou 0,3 g de leite em p6 foram pesados em tubo Falcon de

15 mL. No caso de leite em pé foram ainda adicionados 3 mL de agua ultrapura Milli-Q e o

tubo Falcon agitado por 30 segundos em vortex. Em seguida foram adicionados 3 mL de
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acetronitrila e 2 mL de hexano filtrado e o tubo Falcon agitado por 30 segundos. Apds, 1,2 g
de MgSO,4 e 0,3 g de NaCl foram adicionados e o tubo Falcon agitado por 2 minutos em
vortex. As amostras foram submetidas a centrifugacdo nas seguintes condicdes: 3000 rpm/7
minutos a 20°C, seguindo separacdo da fase orgénica (hexano), extrato em acetonitrila, sais e
agua. A fase sobrenadante (hexano) foi descartada e procedeu-se a separa¢do e manutencdo
apenas da camada intermediaria (extrato em acetonitrila). Uma aliquota de 1 mL do extrato
em acetonitrila foi transferida para frasco de vidro e evaporado até secagem total por fluxo de
gas Nj. Ressuspendeu-se 0 extrato seco em 1 mL de MeOH/H,0 (80:20, v/iv) com 0,1% de
hidroxido de amonio que foi levado para ultrassom por 5 minutos. Em seguida procedeu a
filtracdo em membrana de filtragdo descartavel (Millex-FG, 0,2 pm, PTFE hidrofébico) com
auxilio de seringa de vidro, recolhendo o extrato filtrado diretamente em vial para analise
instrumental.

Ao final o método de preparo ficou estabelecido conforme demonstrado na Figura 11.
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Figura 11 - Desenho esquematico do método para determinacdo de bisfenol A em amostras

(@) de leite fluido integral (UAT e pasteurizacdo) e (b) leite em po integral

- - Agitar por 30
Pazar 3,0 g da amostra Auida Pesar 0.3 g de amostna «m po = adicionar sezundos em
3 mL dz agua vltrapura Milli-Q .
wrtax
)
Adicioner3 ml do acatonitrilas 2ml da Agitar por 30 icionas 3 . de sostomiisila s 3 ol do) Agitsr por 30
hexano sagundos am [ - saEundos em
J VOTLER vortex
7 . )
. . . Agitsr por 2 ] i 2
Adicionar ==z {12 g Mg50,203 g = L . 3 o Wl - Agitar por 2
Nach ,' - Mmmﬁimi%ﬁ)hizsmeﬁ:: E ) am
VoTtas irtax
Centrifiyzar 2 3000 spo'T minutes, 20°C Cantrifizar a 3000 o' T minstos, 20°C
Tomnar v aliquota de 1 mL da solugio Tomar uma aliquota d= 1 mL da zolucs
matyiz em acatonitrila & tranzErir para Mﬁm&ﬁﬁheﬁw@hﬁ
Fzzco de vidoo Fazco de vidio
Evaporar z0 stmosina da M Evaporar z0 stmosirs da N;
Feassuspendaer com 1 mL da solugdo Agitsr por 5 Rassuspender com 1 mL de solugs Agi 5
: 5 = Kl ELLa pOT 3
DeE /2.0 (B0-20) com 01, 1% de minutes am M=OH'H.0 (80:20) com 0,1% de s e
| ultrzzsom hidromido de amonio T
Filtrar (Millex-FG, 0.2 um PTFE Filtrer (Millew-FG, 0,2 pm, DTFE
E ] s . s Wos UL,
brico) com suxilio da seringa da hidrofibice) com suxilio da saringa de
vidoo widno
Recolher filtrado em vizl = injetar Racolher filtrado em visl @ injetar
(a) (b)

Fonte: O autor, 2019.

3.6 Validacédo do método

3.6.1 Seletividade

A seletividade do metodo foi avaliada através da auséncia de sinais de interferéncia
eluidos no mesmo tempo de retencdo do bisfenol A, para isso foi usada amostra de leite em po
integral fortificada com 0,5 ng/mL de bisfenol A e amostra ndo fortificada. A seletividade do
método foi determinada através da analise do perfil cromatogréafico obtido da amostra de leite
em po integral reconstituida (1:10) fortificada com 0,5 ng/mL de bisfenol A e da amostra de

leite em pd integral reconstituida (1:10) ndo fortificada. De maneira ideal a matriz ndo deve
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apresentar interferentes que coincidam com os tempos de retencdo (tgr) da substéncia

investigada que no caso do estudo foi o bisfenol A.

3.6.2 Linearidade

A curva analitica em solvente foi preparada a partir de uma solu¢do de 1,0 pg/mL de
bisfenol A (Sapistenola) €m MeOH. A solucdo intermediaria de 5 ng/mL da substancia de
interesse foi preparada, transferindo-se uma aliquota de 10 pL da solucdo de 1,0 pg/mL para
um baldo volumétrico de 2 mL calibrado, avolumado com MeOH. Cinco solugBes de trabalho
(0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e 2,5 ng/mL) foram preparadas medindo-se volumes apropriados (100 pL;
200 pL; 300 pL; 400 pL e 500 pL) da solucéo intermediaria preparada, respectivamente. Os
volumes finais das solugdes foram ajustados em volume de 1 mL com MeOH/H,O (80:20)
com 0,1% de hidroxido de amdnio. Ap6s o preparo das cinco solucBes de trabalho, foi
analisada uma aliquota de 5 pL de cada solugdo no CLUE-EM/EM.

A avaliagdo tem sequéncia com a aplicacio do metodo dos minimos quadrados
ordinarios (MMQO) que incluiu a estimativa dos pardmetros da regressdo e tratamento de
valores extremos. Nessa etapa foram avaliadas as respostas obtidas para as solucdes padréo
preparadas; estimativa da inclinagdo, intersecdo, residuos da regressdo, respectivas variancias
e R?; inspecdo visual dos dados; construcdo e inspecdo visual do grafico dos residuos da
regressdo em comparacdo com a concentracdo do analito; investigacdo e exclusdo de valores
extremos (SOUZA, 2007). Os valores extremos (outliers) foram tratados pelo teste de
residuos padronizados Jacknife o qual teve aplicacdo consecutiva até que novos valores
extremos ndo fossem detectados ou até exclusdo méxima de 22,2% do ndmero de analises
(HORWITZ, 1995). O MMQO parte da premissa que 0s residuos seguem a distribuicdo
normal, independéncia (ndo autocorrelagcdo dos residuos) e homogeneidade das variancias dos
residuos, além da anélise de variancia da regresséo e desvio da linearidade de residuos.

A normalidade foi avaliada por Ryan e Joiner (1976) onde a hipotese nula (Ho) € de
que os residuos da regressdo seguem a distribuicdo normal e a hipOtese alternativa € que 0s
residuos ndo seguem a distribuicdo normal. A estatistica deste teste é o coeficiente de
correlacdo do gréfico de probabilidade normal ou coeficiente de correlacdo de Ryan-Joiner
Reg. A hipotese nula (Ho) é rejeitada quando o coeficiente de correlacdo de Ryan-Joiner (Req)
for menor que o coeficiente de correlacdo critico Rcrit (nivel de significancia o = 0,05)
estabelecido (SOUZA, 2007).



64

A homoscedasticidade das variancias dos residuos foi avaliada por Levene (1960)
modificado por Brown e Forsythe (1974). A hipdtese nula (Ho) testada é de que as variancias
dos residuos ndo diferem entre si, portanto sdo homoscedasticas, contra a hipdtese alternativa
de que as variancias dos residuos diferem entre si, logo sdo heteroscedasticas. A hipotese nula
(Ho) é rejeitada quando a estatistica calculada t. for maior que o valor tcrit (nivel de
significancia o = 0,05). Ha indicacdo de homoscedasticidade caso a estatistica calculada (t)
ndo exceda o valor critico (LEVENE, 1960; BROWN; FORSYTHE, 1974).

Para verificar a independéncia dos residuos da regressdo foi usado o teste de Durbin-
Watson (1951) com nivel de significancia oo = 0,05. Considera-se como hipdtese nula (Hp) de
que ndo haja autocorrelagcdo entre os residuos, ou seja, sdo independentes; e a hipdtese
alternativa de que haja autocorrelacdo entre os residuos e, portanto, ndo sdo independentes. O
valor da estatistica de Durbin-Watson varia de zero a quatro com média de dois, portanto se o
valor calculado d converge para dois, significa que ndo hd autocorrelacdo, logo, os residuos
sdo independentes. Porém, se o valor calculado d se afasta de dois para zero ou quatro, a
autocorrelacdo aumenta e valores de Durbin-Watson (valor calculado d) iguais a zero indicam
perfeita autocorrelacdo positiva, enquanto valores iguais a quatro indicam perfeita
autocorrelacdo negativa. O valor calculado para a estatistica d do teste, maior que o limite
superior, indica a independéncia dos residuos.

A fim de realizar o teste da significancia da regressdo e do desvio da linearidade, a
variabilidade total das respostas foi decomposta na soma de quadrados dos residuos da
regressdo (em torno da regressdo) e soma dos quadrados devida a regressdo. A estatistica do
teste € a razdo entre as variancias, que segue a distribuicio de F com graus de liberdade
correspondentes. A avaliagdo da significAncia da regressdo foi testada baseada na hipotese
nula (Hyp) de que a regressdo linear ndo € significativa (p — valor < 0,001 - para um nivel de
confianca de 99,9%) contra a hipOtese alternativa de que a regressao linear é significativa. A
hipdtese nula (Ho) é rejeitada quando a estatistica F estimada for maior que o valor de
Fcritico (nivel de significancia o= 0,05).

Para avaliar a significancia do desvio da linearidade, a hipotese nula (Ho) testada é de
gue o modelo linear simples € correto (ndo ha desvio da linearidade) enquanto a hipGtese
alternativa ¢ de que o modelo linear ndo € correto (ha desvio da linearidade). A hipotese nula
(Ho) € rejeitada quando a estatistica F estimada for maior que o valor de Feriiico (nivel de

significancia a = 0,05).
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3.6.3 Faixa de trabalho

O limite de restricdo do bisfenol A no Brasil esta relacionado apenas com o LME
estabelecido em 0,6 mg/kg (600 ng/kg) de alimento. Entretanto, o bisfenol A tem sido
detectado em niveis tragos em diferentes alimentos. Dessa forma, a faixa de trabaho nesse

estudo foi estabelecida a partir dos estudos de linearidade.

3.6.4 Efeito matriz

Para a avaliacdo da influéncia da matriz na resposta do bisfenol A foi utilizado leite
em pé integral. A fim de verificar a influéncia da matriz nesse estudo foram preparadas curvas
analiticas na matriz estudada, utilizando extrato final da solugdo matriz fitrado em
MeOH/H,O (80:20, viv, 0,1 % hidroxido de amonio) de uma amostra branco de leite em po
integral, e outra utilizando uma solu¢do MeOH/H,O (80:20, viv, 0,1 % hidroxido de aménio).
As curvas de calibracdo foram preparadas em cinco niveis de concentracdo variando de 0,5 a
2,5 ng/mL de bisfenol A e cada solugdo foi entdo analisada em triplicata.

Na avaliagio do efeito de matriz, inicialmente as varidncias das curvas de calibragdo
foram comparadas pelo teste F (SNEDECOR; COCHRAN, 1989) para comparar as
variancias entre os dois grupos. As variancias dos dois grupos podem ser combinadas e as
médias comparadas pelo teste de t para avaliacdo das inclinagbes das curvas. A
homoscedasticidade entre as variancias dos residuos das duas curvas foi calculada através do
teste de F. A hipdtese nula (Ho) de que as variancias dos residuos das duas curvas (solvente e
matriz) ndo diferem entre si foi testada com a hipltese alternativa de que as variancias dos
residuos sdo diferentes. A hipdtese nula é rejeitada quando a estatistica calculada t | for maior
gue 0 teritico. , POrtanto se a estatistica calculada ndo exceder o valor critico (teritico) (p-valor <
0,05) ha indicacdo de homoscedasticidade, ndo ha, portanto, razdes para rejeitar a hipotese
nula (Hp) e acreditar que a variancia dos residuos nao seja constante.

A comparacdo das intersecfes das duas curvas foi calculada através do teste t de
variancias. Testando a hipdtese nula (Ho) de que as inclinagdes e intersecBes ndo diferem
entre si (ndo hd efeito de matriz) com a hipétese alternativa de que as inclinacdes e
interseces sdo diferentes (ha efeito matriz) (SOUZA, 2007). A hipdtese nula (Ho) de que ndo
ha efeito matriz é rejeitada quando as probabilidades estatisticas t 5 e t , calculadas (p-valor)
sdo menores que a significincia o2, para o nivel de confianca estabelecido (nivel de

significancia o = 0,05).
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3.6.5 Limites de deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ)

Neste estudo os limites de deteccdo e quantificacdo foram obtidos através da relacdo
sinal'ruido e confirmados por meio das curvas analiticas finais. Para isso, foi usado o leite em
po integral reconstituido (1:10) fortificado com bisfenol A no nivel de 0,5 ng/mL. O limite de
deteccdo foi estimado atraves da equacdo (KAISER, 1968):

LOD =33 > (1.1)
Sendo:

s = desvio padrdo da resposta do branco

b = inclinacdo (coeficiente angular) da curva analitica

Ja o limite de quantificacdo foi estimado atraves da seguinte equacao:
L0Q =10 1.2)

Sendo:
s = desvio padréo da resposta do branco

b = inclinacdo (coeficiente angular) da curva analitica
3.6.6 Tendéncia/Exatidao

Inicialmente foram analisadas algumas amostras de leite em pd preparadas para
identificar uma amostra branco, ou seja, uma amostra sem niveis detectaveis de bisfenol A,
uma vez identificada, a amostra branco foi utilizada para o experimento de recuperacéo.

Nesse estudo a recuperacdo foi calculada através da razdo entre as areas obtidas das
amostras branco de leite em pod reconstituida (1:10) fortificadas (0,5 e 1,0 ng/mL de bisfenol
A) e a referéncia, solucdo matriz fortificada nos mesmos niveis usados nas amostras branco
fortificadas. A solucdo matriz foi obtida através de um pool de solu¢bes branco tratadas
conforme o método de preparo.

A fortificacdo em dois niveis de bisfenol A (0,5 e 1,0 ng/mL) da amostra branco
ocorreu logo apds a reconstituicdo do leite em po (1:10), mantendo a sequéncia do tratamento

das amostras como apresentada na Figura 11 da subsecdo 3.5. A referéncia foi obtida a partir
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da adicdo de padrdo de bisfenol A a uma aliquota da solugdo matriz considerando 0s

respectivos niveis das amostras branco fortificadas.

3.6.7 Precisao

Ela é expressa em termos de desvio padrdo das concentragdes obtidas em andlises
genuinas ensaiadas em mesmas amostras. Para a realizagdo dos estudos de repetibilidade do
método proposto trés amostras de leite em po integral reconstituida (1:10) foram fortificadas
no nivel de concentragdo de 0,5 ng/mL de bisfenol A e analisada a partir de trés repeticoes.

Em trés dias diferentes, foram preparadas e analisadas, trés repeticbes de uma mesma
amostra para avaliar a precisdo intermediaria do método. Amostra branco de leite em pé
integral reconstituido (1:10) fortificada no nivel de 0,5 ng/mL de bisfenol A foi usada na
avaliagdo. A precisdo intermediéria foi calculada pela equagdo (INMETRO, 2018):

Sty = \/ﬁzﬁq(yk —¥)? (1.3)

Sendo:

Si () = Desvio Padréo de Preciséo Intermediaria

n = n° de ensaios efetuados por amostra ou padrdo
¥ = cada resultado obtido

y = representa a média aritmética de cada resultado obtido
3.7 Amostras analisadas

Com relagdo ao teor de gordura foram analisadas apenas amostras integrais (3% de
gordura). Primeiramente, essa escolha foi baseada no perfil da substancia analisada. Como o
bisfenol A é uma substancia moderadamente lipofilica é de se esperar que a presenca dela em
alimentos com maior teor de gordura seja mais prevalente, uma vez que a substancia
acumulada no tecido adiposo das vacas poderia ser secretada juntamente com a gordura do
leite. O segundo motivo para a escolha do leite integral foram os dados do estudo de
Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para Doencas Cronicas por Inquérito Telefonico

(VIGITEL), em 2016, que apontam um consumo de leite integral para 54,8% da populacéo
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brasileira, portanto um maior nimero de individuos estaria exposto a substancia (BRASIL,
2017¢).

Os niveis de bisfenol A foram avaliados em 51 amostras de leite fluido integral (UAT
e pasteurizado) e leite em pd integral, provenientes de lotes de fabricacdo diferentes. As
amostras foram obtidas no comércio varejista do municipio do Rio de Janeiro entre abril/2019
e julho/2019, sendo 19 amostras de leite em pd e 27 de leite fluido UAT e 5 de leite

pasteurizado (Grafico 2). As 51 amostras foram de 27 diferentes marcas.

Grafico 2 - Percentual dos diferentes tipos de leites analisados

Leite Fluido
UAT

Leite Fluido
Patseurizado

Leite em P6

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60%
Fonte: O autor, 2019.

Além da divisdo entre leite fluido e leite em pé as amostras foram divididas em seis
categorias: leite fluido integral em embalagens de: vidro, poli(tereftalato de etileno) (PET),
polietileno (PE) e poli(cloreto de vinilideno) (PVDC) e cartonada Tetra Pak; leite em pé
integral em embalagens de: lata metélica e poliéster metalizado-polietileno (filme laminado).
O CGrafico 3 apresenta o percentual das categorias de embalagens das amostras de leite

analisadas.
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Grafico 3 - Categoria das embalagens das amostras de leite analisadas

Filme Laminado Lata
21% 16%

Vidro/Pasteurizado
2%

Saco?/Pasteurizado
8%
Tetra Pak
47%

Fonte: O autor, 2019.
Legenda: * Embalagem de Polietileno (PE) e poli(cloreto de vinilideno) (PVDC).

As amostras foram armazenadas no Institutto Nacional de Controle de Qualidade em
Salude — INCQS, da Fundacdo Oswaldo Cruz — FIOCRUZ, e ensaiadas no Departamento de
Quimica nos setores de contaminantes organicos e micotoxinas. As amostras permaneceram
nas suas embalagens originais seguindo a recomendacdo do fabricante para armazenamento

antes e apos abertura. A relacdo das amostras analisadas estd demonstrada no Apéndice 1.

3.8 Avaliacdo da exposicéo ao bisfenol A

A quantificacdo do bisfenol A livre é considerada adequada para uso no processo de
avaliagdo de risco, visto que o bisfenol A conjugado (Bisfenol A-sulfato ou Bisfenol A-
glicurdnico) ndo exerce atividade hormonal, e espera-se, portanto, que apenas o bisfenol A
ndo conjugado interaja com o receptor de estrogénio e cause efeitos adversos a salde
(SNYDER et al., 2000; MATTHEWS; TWOMEY; ZACHAREWSKI, 2001). Dessa forma,
avaliar a concentracdo de bisfenol A ndo conjugado em alimentos ¢ uma forma importante de
se avaliar o nivel de exposicdo dos individuos.

A avaliagdo da exposicdo de bisfenol A pelo consumo de leite foi realizada com base
na abordagem utilizada pela EFSA, porém desconsiderando a contaminacdo pelas fontes ndo
dietéticas (EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY, 2015).
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A avaliacdo da exposicdo ao bisfenol A foi estimada para criancas com até 12 meses
de vida considerando um consumo exclusivo de leite em p6/fluido na dieta e a concentracdo
maxima encontrada nas amostras analisadas nesse estudo, considerando assim um cenério de
maior risco.

Foi estimada a ingestdo diaria considerando criancas com idades de uma semana, um
més, seis meses e doze meses baseado em um consumo médio de leite diario de 590, 642, 560
e 452 mL, respectivamente. O volume médio de leite usado neste estudo foi baseado no Guia
alimentar para criancas menores de 2 anos que calcula a quantidade em gramas de leite
materno ingerido em 24 horas, por faixa etaria (BRASIL, 2005). Os pesos medios
considerados para meninos e meninas, respectivamente, foram de 3,3 e 3,2 kg para criangas
de 1 semana; 4,5 e 4,2 kg para um més; 7,9 e 7,3 kg para seis meses e 9,6 e 8,9 kg para doze
meses (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2006). Foi adotado para o calculo da
exposicdo a concentracdo de bisfenol A (0,53 ng/mL) em leite em po integral reconstituido
(1:10).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Desenvolvimento do método analitico

A voltagem de 2 kV apresentou a melhor resposta para a substancia. As temperaturas
superiores a 400°C ndo ofereceram ganho de sinal e, portanto, essa temperatura foi
selecionada e temperatura de fonte de 150°C. O fluxo do gas de dessolvatacdo (N;) de 750
L/h foi selecionado ja que fluxos superiores ndo ofereceram ganho de sinal para as
substancias. O fluxo foi mantido em 150 L/h ja& que essa foi a melhor condicdo de
sensibilidade para as substancias. As energias de colisdo de 15 e 20 V foram usadas para as
transicbes de quantificacdo - Q (m/z 227>212) e de qualificacdo - q (m/z 227>133),
respectivamente. As transicdes foram monitoradas no modo ESI (-) através do modo de
aquisicdo por monitoramento de reacdes mulkiplas — MRM (Multiple Reaction Monitoring) da
solucdo padréo de bisfenol A na concentracdo de 0,5 ng/mL.

Como o bisfenol A estd presente em concentracdo traco e o leite € uma matriz
complexa foram analisadas composicdes da fase mdvel que se adequassem a deteccdo em
modo de ionizacdo negativo por electrospray.

O CGréfico 4 apresenta as sensibilidades relativas (%) referentes as diferentes fases
moveis e as suas respectivas proporcOes avaliadas no nivel de 50 ng/mL de bisfenol A em

matriz.
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Gréfico 4 — Avaliacdo dos diferentes sistemas de fase movel testadas no ensaio preliminar das
condi¢bes de analise, no nivel de 50 ng/mL de bisfenol A em matriz. Condicdes
de andlise: sistema de eluicdo isocratico; fluxo de 0,3 mL/min; temperatura do

forno da coluna 35°C; volume de injegéo de 5 pL
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Fonte: O autor, 2019.

A escolha da fase mével fundamentou-se na comparacdo entre as médias da altura dos
picos cromatograficos de bisfenol A obtidos. Dessa forma, o sistema MeOH/H,O (70:30) foi
escolhido como eluente mais adequado para as andlises, usando um fluxo de 0,3 mL/min.
Modificacdo de fluxo de 0,3 mL/min para 0,35 mL/min foi acompanhado de perda na
sensibilidade em 21,2%.

Ao se avaliar o efeito da adicdo de 0,1% de hidroxido de aménio na fase mdvel
MeOH/H,0O (60:40), foi observada perda na sensibilidade, sendo esta de 61%.

Nao foi observado efeito de memdria (carryover) com injecdo de solvente apds
solucdo padrdo 5 ng/mL de bisfenol A para o método proposto como apresentado na Figura
12.
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Figura 12 — Cromatograma da auséncia de efeito meméria (carryover). (a) Cromatograma de

solucdo padrdo 5 ng/mL de bisfenol A em matriz. (b) Cromatograma da injecdo

de metanol imediatamente apés a analise da solucdo de bisfenol A a5 ng/mL.
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Fonte: O autor, 2019.
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A injecdo de padrdo de 5 ng/mL em triplicata (mesma solugdo) mostrou incialmente

um aumento do sinal na segunda injecdo apoOs a primeira, 0 que ndo houve entre a segunda e

terceira que ficaram iguais. Neste momento, foi aplicado o tempo de corrida mais curto

possivel sendo o fim da corrida logo apds a saida do pico de interesse. Esse efeito (Figura 13)

foi relacionado & auséncia da lavagem da coluna cromatografica no final da corrida.
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Figura 13 - Cromatograma do efeito da auséncia de limpeza do sistema cromatografico no

final da corrida, no nivel de 5 ng/mL de bisfenol A em matriz
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Fonte: O autor, 2019.
Foi observada uma reducdo no efeito de aumento de sinal ap0s a primeira injecdo com

uso de PSA e Cig, mas ndo resolveu o problema de repetibilidade como pode ser visualizado
na Figura 14. Por este motivo, a etapa de clean-up foi descartada no procedimento de

tratamento de amostra.

Figura 14 - Cromatograma demonstra a resposta da etapa de clean-up do extrato com 50 mg
de Ci15 e 50 mg de PSA, mantidas as mesmas condicdes cromatograficas, em nivel

de 50 ng/mL de bisfenol A

. Primetra injecdo do padrao

P jecio do padr
i preparado em matriz apos
\ etapa de clean-up

Relative intensity (%)

120 130 = 140 150

Fonte: O autor, 2019.
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Para os diferentes tempos de lavagem e solventes descritos abaixo tivemos o0s
seguintes resultados:

a) MeOH/H,O (70:30) — tempo variou de 1,5 minutos a 5,0 minutos, mas nio se
observou reducgéo do efeito;

b) Com o uso de solvente de limpeza para 100% de MeOH, apds corrida por 5,0
minutos, seguida da condicdo inicial MeOH/H,O (70:30) por 7,0 minutos, havendo uma
diminuicdo do efeito, mas sem resolver completamente o problema.

c) Utilizagdo de solvente de lavagem ACN:MeOH:sopropanolH,O (1:1:1:1, viviviv),
no final da corrida por 5,0 minutos e, estabilizagdo na condicdo inicial por 5,0 minutos. Este

procedimento foi suficiente para resolver o problema como demonstrado na Figura 15.

Figura 15 - Injecdo em triplicata de padrdo de 5 ng/mL de bisfenol A (em matriz) aplicando a
limpeza do sistema cromatogrdfico no final da corrida com solvente
ACN:MeOH:isopropanol:H20 (1:1:1:1, viviiv)

Relative intensity (%)
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Fonte: O autor, 20109.

O volume de injecdo de 5 pL apresentou a maior sensibilidade (relacdo sinal/ruido) e a
melhor simetria do pico cromatografico, e foi selecionado como volume de injecdo padrédo

para todas as analises.
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4.2 Otimizagdo das condigdes de tratamento da amostra

O método descrito por Przybylski e Segard (2009) utilizou a extracdo com hexano e
acido acético 1% em ACN, secagem do extrato com sulfato de magnésio e acetato de sddio,
centrifugacdo, remocdo da camada de hexano seguida de nova centrifugagdo. Em sequéncia, 1
mL do sobrenadante extraido € tratado com PSA (etapa de clean-up) e 200 pL da camada
sobrenadante é levado a secura e ressuspenso em 20 Pl com 0,1% de &cido acético em ACN
sem etapa de filtracdo. J& no metodo descrito por Sartori et al. (2015) sdo usados hexano e
acido acético 1% em ACN para extracdo, adicdo ao extrato o sulfato de magnésio e cloreto de
sodio, centrifugacdo, remocdo da camada de hexano, evaporacdo de 5 mL da fase de ACN até
secura (sob aquecimento - 50°C), ressuspensdo com 1 mL de solvente MeOH/H,O (1:1, viv) e
filtracdo.

Para a extracdo das amostras neste estudo o metodo QUEChERS apresentou algumas
alteracOes em relacdo aos autores mencionados. Durante a etapa de extragdo o hexano e ACN
foram mantidos, porém sem adicdo de acido acético na ACN. Em relacdo a etapa de adi¢do de
sulfato de magnésio e o cloreto de sddio também foram usados seguida de centrifugacdo.
Entretanto, a quantidade usada dos sais foi ¥ da usada por Sartori et al. (2015). Nao foi
realizada a etapa de clean-up e a evaporacdo foi realizada em temperatura ambiente. Nesta
ultima etapa 1 mL da fase do extrato em ACN foi levado a secura, ressuspendido em 1 mL de
solvente MeOH/H,0O (80:20, v/v) com 0,1% de hidréxido de aménio e filtrado.

O método apresentou recuperacdo média de 93,8% e DPR de 8,3% da andlise de seis
amostras de leite em pd fortificadas com bisfenol A em um nivel de concentracdo de 50
ng/mL (leite reconstituido 1:10), sendo selecionado para validag&o.

A partir desses resultados foi possivel verificar que a utilizacdo de ACN foi eficiente
na extragdo do bisfenol A nesse tipo de matriz, além disso, ela ainda apresenta a capacidade
de precipitar proteinas, melhorando a etapa de limpeza. O hexano, solvente ndo polar, é usado
junto com a ACN para extrair bisfenol A em amostras ricas em gorduras, assim como
melhorar a etapa de limpeza.

Em relacdo ao solvente utilizado para ressuspender os extratos foi utilizada uma
mistura de ACN/H,O como solvente final para injecdo e consequentemente como solvente de
ressuspensdo para a adaptacdo a mistura da fase mdvel inicialmente utilizada (ACN/H,0) e
conforme documentado na literatura (KHEDR, 2013; YI; KIM; YANG, 2010; ZIMMERS et
al., 2014). Mas houve uma mudanca da composicdo da fase movel para MeOH/H,O (70:30)
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que melhorou a resposta cromatogréfica de bisfenol A. Neste contexto foram testadas também
diferentes misturas de solvente a base de MeOH/H,O para ressuspensao.

Baseado na comparacdo das alturas dos picos cromatograficos de bisfenol A obtidos a
partir de solugdo padrdo de 5 ng/mL ressuspendido nas seguintes composicdes de
MeOH/H,0: 50:50; 70:30; 75:25; 80:20; 90:10; 1000 v/v, a mistura MeOH/H,0 (80:20, V/v)
apresentou a melhor resposta de todas.

Apesar da melhora no aumento da resposta cromatografica usando solvente
MeOH:H,O (80:20, v/v) foram analisadas a influéncia da adicdo de &cido formico 0,1% e
hidroxido de amonio 0,1% no solvente de ressuspensdo. A adicdo de acido foérmico 0,1%
suprimiu a resposta, porém o hidroxido de ambnio 0,1% aumentou a resposta como

apresentado na Figura 16.

Figura 16 - Cromatogramas demonstram a influéncia da adicdo de hidroxido de amonio 0,1%
no solvente final utilizado na ressuspensdo, no nivel de 1 ng/mL de bisfenol A
em matriz. (a) Cromatograma de 1 ng/mL de bisfenol A em matriz com adicao
de hidroxido de aménio 0,1% no solvente final utilizado na ressuspensdo e (b)
Cromatograma de 1 ng/mL de bisfenol A em matriz sem adicdo de hidroxido de

amonio 0,1% no solvente final utilizado na ressuspensao
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Fonte: O autor, 2019.
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A anélise de contaminantes nos insumos apresentou residuos de bisfenol A somente no
hexano, sulfato de magnésio (MgSQ,) e cloreto de sédio (NaCl).

Os sais usados no método QUEChERS (MgSO,4 e NaCl) passaram a ser muflados
durante a noite a temperatura de 400°C antes de serem usados e mantidos acondicionados em
frascos de vidro fechados. O hexano foi filtrado em sistema de filtragdo a vacuo usando
membrana (ENVIT™- 18 DSK 47mm — Sigma-Aldrich). Apés esses procedimentos ndo foram
observados problemas de contaminacdo nos brancos de método.

A analise de dois tipos de seringas de plastico (seringa tuberculina e insulina) mostrou
a presenca de bisfenol A que ndo foi possivel eliminar com o tratamento de limpeza descrito
anterioriormente. A contaminagdo por bisfenol A foi detectada especificamente nos émbolos
das duas seringas (Figura 17). A analise dos corpos cilindricos de ambas ndo mostrou
contaminagdo por bisfenol A. Trata-se provavelmente de uso de bisfenol A como plastificante
na matriz polimérica do embolo das seringas. Por esse motivo as seringas descartaveis ndo

foram usadas durante as andlises, sendo substituidas pelas seringas de vidro.

Figura 17 - Cromatogramas da migracdo de bisfenol A dos émbolos de seringas descartaveis.
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Apobs a eliminacdo destas contaminacfes, a manutencdo da auséncia de contaminacao
por bisfenol A foi confirmada continuamente através da analise do branco de método (sem

amostra) em cada sequéncia.

4.3 Validacdo do método analitico

Nesse estudo foi validado o método analitico para a determinacdo de bisfenol A livre.
Os parametros de desempenho dos métodos estudados foram: seletividade, linearidade, faixa
de trabalho, efeito matriz, limite de deteccdo (LOD), limite de quantificacdo (LOQ),

tendéncia/exatiddo e precisdo (repetibilidade e precisdo intermediaria).

4.3.1 Seletividade

No caso do bisfenol A o tempo de retencdo foi de 1,350 + 0,005 minutos. A
seletividade do método fica claramente evidenciada a partir da Figura 18 mostrando a

auséncia de substancias interferentes no tempo de retengéo do bisfenol A.
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Figura 18 - Cromatogramas demonstrando auséncia de interferentes no tempo de retengdo do
bisfenol A (tr 1,35 minutos). a) amostra de leite em pd integral reconstituida

(1:10) fortificada com bisfenol A (0,5 ng/mL) e b) amostra de leite em po integral
reconstituida (1:10) ndo fortificada
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Fonte: O autor, 2019.

4.3.2 Efeito matriz

As curvas em matriz e solvente foram construidas em quatro niveis de concentracao
(0,5 a 2,0 ng/mL de bisfenol A). Essa faixa foi usada, pois o ultimo nivel (2,5 ng/mL de
bisfenol A) apresentou efeito matriz. Cada nivel foi analisado em triplicata.

Ao se aplicar a estatistica F, foi verificada a heteroscedasticidade entre as variancias
dos residuos das duas curvas, 10g0 0 Fcaiculado > Feritico, COM um nivel de confianca de 95%
como pode ser observado na Tabela 4. Dessa forma, as curvas foram comparadas através de
teste t de variancias distintas (variancias amostrais ndo homogéneas).
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Tabela 5 - Avaliagdo da homoscedasticidade entre as variancias dos residuos das duas curvas

Teste F Bisfenol A
S? res. Solvente 2,26x10*
S res. Matriz 8,54x10*
Nsolvente 12
NMatriz 12
Fealculado 3,78
p-valor 2,98

Fonte: O autor, 2019.
Legenda: S2 ¢ variancia dos residuos da curva; n, niumero de pontos da curva analitica; p-valor, probabilidade da
estatistica calculada.

Através do teste t de variancias distintas as inclinacbes e intersecdes das duas curvas
foram comparadas e os resultados das estatisticas t, e ty para as curvas analiticas do bisfenol A

estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 6 - Comparacéo das inclinacbes e intersecdes das curvas

Teste t Bisfenol A
ty 1,27
ta 0,49
GL 14
p-valor (tp) 0,223
p-valor (t,) 0,629

Fonte: O autor, 2019.
Legenda: tp, valor de t calculado para a inclinagdo; t,, valor de t calculado para a intersecdo; GL, graus de
liberdade; p-valor, probabilidade da estatistica calculada.

Os resultados dos testes permitem afirmar que o método ndo apresenta efeito matriz,
pois as curvas analiticas preparadas no solvente e na matriz se equivalem, com um nivel de
confianca de 95%, portanto as curvas de calibracdo podem ser construidas em solvente para a
guantificacdo das amostras na rotina. O Gréafico 5 apresenta a comparacao entre as curvas

analiticas preparadas na presenca do solvente e da matriz para o bisfenol A.
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Grafico 5 - Gréficos comparativos entre as curvas analiticas preparadas na presenca do

solvente (azul) e da matriz (vermelha) para bisfenol A

10000 -
9000 {1 y=23309,3x - 217,83
8000 - Rz = 0,9945
7000 -
6000 -
5000 -
4000 -
3000 -
2000 -
1000 -

Area

0 0,5 1 15 2 2,5 3
Concentragdo de bisfenol A (ng/mL)

Fonte: O autor, 2019.

4.3.3 Linearidade

As curvas em solvente foram construidas em quatro niveis de concentracdo (0,5 a 2,0
ng/mL de bisfenol A). Essa faixa foi usada, pois ndo apresentou efeito matriz. Cada nivel foi
analisado em triplicata.

Os valores extremos foram avaliados pelo método de residuos padronizados Jacknife,
cuja estatistica é o residuo padronizado Jacknife (J,;), calculado para cada ponto da curva
analitica. Na curva analitica do bisfenol A, preparada em solvente, nenhuma repeticdo foi

removida do conjunto de dados. O Gréafico 6 apresenta a curva analitica do bisfenol A em

solvente.
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Grafico 6 - Curva analitica final de bisfenol A em solvente
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Fonte: O autor, 2019.

A normalidade foi verificada através do teste Ryan-Joiner (RYAN; JOINER, 1976). A
Tabela 6 apresenta os resultados obtidos. O valor de R ¢q encontrado, maior que o valor critico

Rerit (0= 0,05) indica que 0s residuos da regressdo seguem a distribuicdo normal.

Tabela 7 - Normalidade dos residuos da regressdo (teste de Ryan-Joiner)

Bisfenol A
R eq 0,97
R crit (a0 = 0,05) 0,93

Fonte: O autor, 2019.
Legenda: R ¢4 coeficiente de correlagdo entre ei e 4i; R ¢rit, R critico.

A fim de verificar a homoscedasticidade dos residuos da regressdo foi usado o teste de
Levene (LEVENE, 1960) modificado por Brown e Forsythe (1974). Apos o teste de Levene
(1960), modificado por Brown e Forsythe (1974) foi verificada a homoscedasticidade dos
residuos da regressdo visto que o valor encontrado para a estatistica t_, menor que o valor
critico indica a homoscedasticidade dos residuos, com um nivel de confianca de 95% como
observado nos resultados apresentados na Tabela 7.

Com isso, pode-se concluir que as curvas de calibracdo em solvente avaliadas

apresentaram segmentos lineares.



84

Tabela 8 - Homoscedasticidade dos residuos da regressdo (teste de Levene)

e Bisfenol A

Estatistica Grupo 1 Grupo 2

n 6 6

Mediana -5,41x10t 1,63x101

dm 6,97x101 1,49x10°

SQD 4,64x10* 1,64x10°

s2, 2,10x10"

t, -0,95

tcr|’tico 2,23

Fonte: O autor, 2019.
Legenda: 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; sp?, variancia combinada; tL, estatistica t calculada; tcritico,
estatistica t tabelado.

Para verificar a independéncia dos residuos da regressdo foi usado o teste de Durbin-
Watson com nivel de significdncia o = 0,05. A Tabela 8 apresenta os resultados obtidos para
os limites d. e dy com um nivel de significancia de 0,05 e o Gréafico 7 de Durbin-Watson
mostrando a independéncia dos residuos da regressdo para a curva analitica do bisfenol A em

solvente.

Tabela 9 - Independéncia dos residuos da regressdo (teste de Durbin-Watson)

Bisfenol A
d (calculado) 1,49
di(Limite Inferior) 0,97
du (Limite Superior) 1,33

Fonte: O autor, 2019.

Grafico 7 - Grafico de Durbin-Watson (e; X €;.1), curva de bisfenol A em solvente

€

Fonte: O autor, 2019.



85

A fim de realizar o teste da significancia da regressdo e do desvio da linearidade, a
estatistica do teste € a razdo entre as variancias, que segue a distribuicdo de F com graus de
liberdade correspondentes. A avaliacdo da significancia da regressdo foi testada para um p —
valor < 0,001 (nivel de confianga de 99,9%). A hipdtese nula (Hp) é rejeitada quando a
estatistica F estimada for maior que o valor de Feitico (nivel de significancia o = 0,05). Para
avaliar a significancia do desvio da linearidade a estatistica F estimada deve ser maior que o
valor de Fritico (nivel de significincia a = 0,05).

Através da andlise de variancia (ANOVA) o teste de significancia da regressdo e do
desvio da linearidade foi calculado e os resultados obtidos para as curvas analiticas do

bisfenol A em solvente estdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 10 - Anélise de varidncia para significAncia da regressdo e do desvio da linearidade do

bisfenol A em solvente

Fonte de variacao GL SQ MQ F p-valor
Regressao 1 4,11x10’ 4,11x10’ 1,82x10°  1,20x10°**
Residuos 10 2,26x10° 2,26x10°

Desvio da Linearidade 4 1,02x10° 2,54x10° 1,23x10 3,91x10?
Erro puro 6 1,24x10° 2,07x10°
Total 11 4,13x10°

Fonte: O autor, 2019.
Legenda: SQ, soma dos quadrados; GL, graus de liberdade; QM, média dos quadrados; F, estatistica da
analise de variancias; p-valor, probabilidade da estatistica calculada.

O valor de p — valor observado para a regressdo da curva de bisfenol A foi inferior
a 0,001 indicando que a regressdo € significativa, com um nivel de confianga de 99,9%.
O valor de 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%. A linearidade da curva preparada confirma a utilizacdo da faixa de
trabalho adotada, sendo esta de 0,5 ng/mL a 2,0 ng/mL de bisfenol A.

4.3.4 Faixa de trabalho
A faixa de trabalho adotada de 0,5 ng/mL a 2,0 ng/mL de bisfenol A se encontra

préximo dos valores observadas em estudo realizado pela EFSA em 2015, sobre os niveis de

exposicdo a partir de diferentes fontes dietéticas.
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4.3.5 Limites de detec¢do e quantificagéo

Leite em pé integral reconstituido (1:10) foi fortificado com bisfenol A no nivel de 0,5
ng/mL e usado para calcular os limites de deteccdo e quantificacdo. Os mesmos foram obtidos
através da relacdo sinalruido e confirmadas por meio das curvas analiticas finais. A Tabela 10

apresenta os valores de LOQ e LOD calculados.

Tabela 11 - Limites de Deteccdo e de Quantificagdo calculados a partir de leite em pé integral
reconstituido (1:10), no nivel de 0,5 ng/mL de bisfenol A

Limite Bisfenol A
Limite de Deteccdo, LOD (ng/mL) 0,124
Limite de Quantificacdo, LOQ (ng/mL) 0,365

Fonte: O autor, 2019.

Segundo o Inmetro (2018), em analises tracos, é possivel estabelecer o LOQ como a
concentracdo do primeiro nivel da curva analitica. O valor de LOD determinado para o
bisfenol A, por meio de sua curva analitica, foi inferior ao primeiro nivel de concentracdo e
foi considerado adequado.

Ao analisar bisfenol A em leite humano utilizando 0 método QUEChERS, Tuzimski et
al. (2019) encontraram 0,54 ng/mL e 1,35 ng/mL para os limites de detecgdo e quantificacdo,
respectivamente. Grumetto et al. (2013) encontraram 2,5 ng/mL e 8,0 ng/mL para LOD e
LOQ, respectivamente, quando analisaram diferentes marcas comerciais de leite fluido. Na
analise de bisfenol A em outras matrizes, Cunha et al. (2012) obtiveram um limite de

deteccédo de 0,2 ng/g em peixes enlatados.

4.3.6 Tendencia/Exatidao

Nesse estudo a tendéncia foi avaliada pela determinagdo da recuperagdo que foi
calculada através da razdo entre as areas obtidas das amostras branco de leite em po
reconstituida (1:10) fortificadas e a referéncia, solucdo matriz fortificada com bisfenol A em
dois niveis de concentracdo 0,5 ng/mL (n = 3) e 1,0 ng/mL (n = 4). Os resultados obtidos para
0 ensaio de recuperacdo foram de 70,8% e 93,6% para os niveis de 0,5 ng/mL e 1,0 ng/mL de
bisfenol A, respectivamente. Esses valores obtidos em cada nivel de concentragdo encontram-
se dentro do limite estabelecido pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC) em

2016 de ﬁ(%) entre 40 a 120% para concentragdo do analito (< 1 pgkg). A Comissao das



87

Comunidades Europeias (2002) estabelece os valores de R (%) entre 50 a 120% para as
mesmas concentragdes do analito. Portanto, a recuperacdo do ensaio atende aos requisitos
citados.

Tuzimski et al. (2019) e Yan et al. (2009) obtiveram recuperacdo do método analitico

de 83% e 92% na determinacdo de bisfenol A em leite humano e leite fluido, respectivamente.

4.3.7 Precisao

A repetibilidade foi calculada através de amostra de leite em pé reconstituida (1:10)
fortificada no nivel de concentracdo de 0,5 ng/mL de bisfenol A e analisada a partir de trés
repeticGes. Os valores calculados para o desvio padrdo relativo de repetibilidade (DPR;), o
desvio padrdo de repetibidade previsto (DPRP,) e a razdo de Horwitz (HorRat,) estdo
apresentados na Tabela 11. Valor de HorRat, encontrado foi de 0,7304 a 0,996, ou seja,
menor que dois, dessa forma o método apresenta repetibilidade (HORWITZ; ALBERT,
2006). Segundo a Association of Official Analytical Chemists (2016) é esperado um DPR,
inferior a 30% para concentragdo do analito abaixo de < 1 pgkg. O DPRr encontrado foi

menor que 11% atendendo também aos requisitos da AOAC.

Tabela 12 - Avaliacdo da Repetibilidade do bisfenol A para leite em p6 integral reconstituido
(1:10) fortificado no nivel de 0,5 ng/mL de bisfenol A

Estatistica Bisfenol A
DPR, 10,956
DPRP, <1,2ng/g DPRP, <11 a 15%
HorRat, 0,7304 a 0,996

Fonte: O autor, 2019.
Legenda: DPR,, desvio padréo relativo (repetibilidade); DPRP, , desvio padrdo relativo previsto (repetibilidade);
HorRat, , razdo de Horwitz (repetibilidade).

Em trés dias diferentes foram preparadas amostras de leite em pd reconstituida (1:10)
fortificada no nivel de concentracdo de 0,5 ng/mL de bisfenol A (n = 3). Por meio da
concentracdo de cada repeticdo de cada dia foi determinado o desvio padrdo de precisdo
intermediaria relativo ao tempo (Siempo) € do desvio padrdo relativo de precisdo intermediaria

(DPRprecint). O metodo apresenta precisdo intermediaria com um valor de HorRatr inferior a 2.



88

A Tabela 12 apresenta os resultados obtidos para 0 DPRprecint do bisfenol A, indicando

precisdo intermediaria adequada visto que o valor de HorRatg foi inferior a 2.

Tabela 13 - Avaliacdo da Precisdo Intermediaria do bisfenol A para leite em pé integral
reconstituido (1:10) fortificado no nivel de 0,5 ng/mL de bisfenol A (n=3)

Estatistica Bisfenol A
si(tempo) 0,0253

DPRprecint 4772

DPRPR (%) 22%
HorRatr 0,217

Fonte: O autor, 2019.
Legenda: DPRprecint desvio padrdo relativo (precisdo intermediaria); DPRPR , desvio padrdo relativo previsto

(reprodutibilidade); HorRatR , razdo de Horwitz (reprodutibilidade).

4.4 Controle de Qualidade Interno

Algumas medidas foram tomadas para garantir a validade dos resultados. A primeira
envolvia a avaliagdo de amostras de leite em poO reconstituida (1:10) fortificadas na
concentragdo de 0,5 ng/mL de bisfenol A que era avaliada ao longo das bateladas, assim era
possivel verificar a recuperacdo do método durante as anélises.

A Figura 19 apresenta cromatograma da amostra de leite em po6 reconstituida (1:10)
fortificada com bisfenol A (0,5 ng/mL) avaliada durante uma batelada de amostras de leite

analisada apresentando uma recuperacdo de 76%.



89

Figura 19 - Cromatograma demonstra a avaliagdo da recuperacdo do método ao longo das
bateladas usando uma mostra de leite em poO integral reconstituida (1:10)
fortificada com uma concentragdo de 0,5 ng/mL de bisfenol A (n = 3). a)
Cromatograma de leite em pé integral reconstituido (1:10) fortificado com uma
concentragdo de 0,5 ng/mL de bisfenol A (n = 3); b) Cromatograma de solugéo
de bisfenol A na concentracdo de 0,5 ng/mL de bisfenol A (n = 3).
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Fonte: O autor, 2019.

Também foi preparado um branco de reagente para \verificar a auséncia de
interferentes nos reagentes/solventes usados na andlise de rotina e possiveis contaminacdes
com bisfenol A. Dessa forma, durante a andlise de uma batelada de amostras, o branco de
reagente também era analisado confirmando a auséncia de interferentes. Em sequéncia era
analisada amostra de leite em po6 reconstituida (1:10) fortificada na concentracdo de 0,5
ng/mL de bisfenol A, confirmando a auséncia de contaminacdo nos reagentes/solventes
utilizados (Figura 20).
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Figura 20 - Cromatogramas demonstrando auséncia de contaminagdo nos reagentes/solventes
utilizados nas analises de rotina. a, b, ¢) branco de método analisado nas

bateladas das amostras comparado com d) amostra controle (0,5 ng/mL de

bisfenol A)
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Fonte: O autor, 2019.

4.5 Amostras analisadas

Do total de 51 amostras analisadas, somente duas amostras (3,9%) apresentaram niveis
de Bisfenol A acima do limite de quantificacdo (0,365 ng/mL). As concentracdes de bisfenol
A encontradas foram 0,53 ng/mL e 0,50 ng/mL em leite em po integral reconstituido (1:10) e

em leite fluido integral, respectivamente. Do restante, 44 amostras ficaram abaixo do limite de
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deteccdo do método (0,124 ng/mL) e cinco amostras (9,8%) acima do LD, mas abaixo do
limite de quantificacao.

Figura 21 - Cromatograma da amostra de leite em po6 reconstituida (1:10) naturalmente
contaminada por bisfenol A (0,53 ng/mL)
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Fonte: O autor, 2019.

Dentre as dezenove amostras de leite em po avaliadas neste estudo, em trés amostras
de leite em pd integral, sendo duas amostras acondicionadas em embalagens de filme
laminado (Poliéster metalizado-polietileno) e uma amostra acondicionada em lata metalica o
bisfenol A foi detectado. Uma amostra acondicionada em filme laminado apresentou
concentragdo de bisfenol A de 0,53 ng/mL. J& nas trinta e duas amostras de leite fluido
avaliadas, em duas amostras de leite fluido integral UAT, acondicionadas em embalagem PET
- Poli(tereftalato de etileno) e embalagem cartonada Tetra Pak® o bisfenol A foi detectado.
Uma amostra de leite fluido integral pasteurizado acondicionado em embalagem de

polietileno (PE) e poli(cloreto de vinilideno) (PVDC) apresentou concentracdo de bisfenol A
de 0,50 ng/mL.
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Bomfim et al. (2015) avaliaram a contaminacdo de bisfenol A em foérmulas infantis
comercializadas no Brasil e observaram concentracbes da substancias entre 0,2 a 10,2 pg/kg
(0,2 a 10,2 ng/g) da amostra. Entretanto, ndo foram encontrados estudos avaliando a presenca
de bisfenol A em leite em po integral e leite fluido integral (UAT e pasteurizado) no Brasil
como no presente estudo.

Estudos em diversos paises tém sido realizados para avaliar a contaminacdo de leite
por bisfenol A e os niveis de bisfenol A tém sido relatados como muito variaveis. Kang e
Kondo (2003), Sajiki et al. (2007) e Niu et al. (2015) ndo detectaram bisfenol A em leite. J&
Liao e Kannan (2014) avaliando diferentes alimentos, dentre eles o leite, detectaram valor
médio de 1,47 ng/g de bisfenol A em leite. Liu et al. (2008) também avaliando contaminagdo
de bisfenol A em leite detectou niveis da substancia na faixa de 1,6 a 2,6 ng/mL.

J& os niveis de bisfenol A encontrados nas amostras de leite em pd integral
reconstituida (1:10) (0,53 ng/mL, ou 0,53 ng/g considerando a densidade igual a 1) e de leite
fluido integral pasteurizado (0,50 ng/mL) foram proximos aos valores de 0,49 ng/g e 0,216
ng/g de bisfenol A encontrados por Shao et al. (2007) na China e Bemrah et al. (2014) na
Franca, respectivamente.

A contaminacdo por bisfenol A tem sido observada em diferentes fontes dietéticas.
Braunrath et al. (2005) avaliaram contaminacdo de bisfenol A em diferentes alimentos
enlatados e encontraram concentragdes da substancia variando de 0,1 ng/mL a 38 ng/mL. Ja
Ackerman et al. (2010) encontraram niveis de bisfenol A variando entre 0,48 a 11 ng/g em
formulas infantis. Gao et al. (2017) avaliaram diferentes tipos de chas e encontraram niveis de
bisfenol A acima de 45,6 ng/g.

Em trabalho de Casajuana e Lacorte (2004) as amostras de leite UAT e esterilizado
analisadas apresentaram valores medios de bisfenol A diferentes, sendo encontradas
concentragdes de bisfenol A entre 0,99 a 2,64 ng/mL para leite UAT e 1,17 a 1,29 ng/mL para
leite esterilizado. No presente estudo o leite fluido integral pasteurizado apresentou
contaminagdo por bisfenol A na concentracdo de 0,50 ng/mL.

O tempo de contato do leite com a embalagem durante o tratamento térmico pode ser
um dos fatores para os diferentes niveis de bisfenol A no produto. No trabalho de Liu et al.
(2008) também analisou leite fluido integral acondicionado em diferentes tipos de embalagens
e encontraram valores de bisfenol A de 2,6 ng/mL e 1,6 ng/mL nas embalagens de polietileno
e polietileno de alta densidade, respectivamente. No entanto, os autores relatam ndo terem
detectado bisfenol A em amostras acondicionadas em Tetra Pak®. Isso pode ser atribuido a

migracdo que aumenta em relacdo a temperatura e o0 tempo de exposicdo do produto a



93

embalagem, pois na esterilizacdo o produto fica durante o periodo de 20 a 40 minutos exposto
numa temperatura entre 110°C e 130°C e no tratamento UAT por um periodo de 2 a 4
segundos numa temperatura entre 130°C e 150°C.

Yoshida et al. (2001) avaliaram quatorze amostras de alimentos enlatados e
encontraram niveis de bisfenol A variando entre porcdes sélidas e aquosas dos mesmos
alimentos. Isto sugere que nas conservas o bisfenol A migrado inicialmente para a parte
aquosa, migra para a soOlida durante o armazenamento, consequentemente menos bisfenol A
seria detectavel na porcdo aquosa. Essa dindmica pode ocorrer em amostras sélidas como o
leite em pd. As fracbes mais proximas do contato da embalagem (resina epdxi) podem ter
maiores valores de bisfenol A quando comparado com as porgfes do centro da lata. Assim
como ocorre em embalagens metalicas, Hoekstra e Simoneau (2013) apontam para a migracao
do bisfenol A das embalagens plasticas para os alimentos quando elas sdo submetidas ao
aquecimento.

A incidéncia de contaminacdo por bisfenol A tem sido frequentemente reportada em
produtos lacteos, leite em pd ou formulas infantis acondicionadas em latas metalicas devido a
migragdo da substancia a partir da resina epoxi (ACKERMAN et al., 2010; BILES;
MCNEAL; BEGLEY, 1997; MARAGOU et al., 2006). Maragou et al. (2006) avaliando a
contaminacdo de bisfenol A em leite condensado acondicionado em lata metélica, revestida
por resina epoxi, encontraram niveis quantificaveis de bisfenol A inferiores a 5,1 ng/g.

Vale destacar, que a contaminacdo do leite ndo ocorre apenas a partir da migracdo da
substancia via embalagem, uma vez que o bisfenol A pode entrar na cadeia de leite via
multiplos caminhos, como na alimentacdo animal, o ambiente da fazenda, os varios pontos
durante a producdo do leite (tubos usados durante o processamento do leite, transferéncia do
leite para local de armazenagem, equipamentos usados para envase, dentre outros), além da

duracdo dos processamentos tecnolégicos usados na etapa final.

4.6 Avaliacdo da exposicédo ao bisfenol A

Os valores da ingestdo diaria estimada (ng/kg PC/dia) de bisfenol A sdo apresentados
na Tabela 13.
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Tabela 14 - Valores da ingestdo diaria estimada (ng/kg/PC/dia) para criancas até 12 meses de
vida, considerando um cenario de uso exclusivo do leite em po integral

reconstituido contaminado naturalmente por bisfenol A (0,53 ng/mL)

Consumo de leite o Ingestdo diaria estimada
Idade . Peso médio? (kg) _
Diariot (mL) (ng/kg PCldia)

Meninos Meninas Meninos Meninas
1 semana 590 3,3 3,2 94,76 97,72
1 més 642 4,5 4,2 75,61 81,01
6 meses 560 7,9 5,66 37,57 40,66
12 meses 452 9,6 8,9 24,95 26,92

Fonte: O autor, 2019.
Legenda:  valores obtidos de Brasil (2006); 2 valores obtidos de OMS (2006).

As faixas etérias apresentadas acima exigem maiores cuidados, em razdo de esses
grupos apresentarem uma dieta restrita e do baixo peso corpéreo, aliado a imaturidade
fisiologica nessa faixa etdria. Meninos com 1 semana de vida se alimentando apenas com o
leite contaminado encontrado nesse estudo apresentaria uma ingestdo didria estimada de 95
ng/lkg PC/dia enquanto meninos de 6 meses de 38 ng/kg PC/dia. Em relacdo as meninas,
aquelas com 1 semana de vida teriam uma ingestdo didria estimada em 98 ng/kg PC/dia
enquanto aquelas com 12 meses de 41 ng/lkg PC/dia.

A Autoridade Europeia para Seguranca estimou em 2015 uma ingestdo diaria entre 30
e 80 ng/kg PC/dia para bebés (0 a 6 meses) alimentados com formula infantil. J& estudo de
Cirillo et al. (2015) considerando o pior cenario para bebés (0 a 4 meses) alimentados também
com formula infantil estimou uma ingestdo diaria entre 0,99 a 1,27 pg/kg PC/dia (990 a 1270
ng/lkg PC/dia). Portanto, os valores obtidos neste estudo estdo proximos ao estimado pela
EFSA e inferior ao estimado por Cirillo et al. (2015).

Estudos in vivo tém mostrado que os efeitos da exposicdo ao bisfenol A sdo mais
notaveis no desenvolvimento fetal até o inicio da infancia. Os principais efeitos estariam
relacionados a alteragdo no desenvolvimento  sexual secundario, nas alteracGes
neurocomportamentais e nos distdrbios imunoldgicos. Isso € possivel, pois o inicio da vida
representa a maior janela de wvulnerabilidade para perturbacdes fisiologicas e metabolicas com
consequéncias a longo prazo e potencialmente duradouras (RUBIN et al., 2001; ERLER,
NOVAK, 2010; VAN ESTERIK et al., 2014; LEGLER et al., 2015)



95

A Autoridade Europeia e o Programa Nacional de Toxicologia do Departamento de
Salde e Servicos Humanos dos Estados Unidos (National Toxicology Program: U.S.
Department of Health and Human Services - U.S.NTP) salientam que valores de bisfenol A
inferiores a ingestdo diaria toleravel ndo causariam efeitos adversos a salde dos individuos.
Considerando o pior cenario a estimativa de exposicdo obtida por faixa etaria e sexo nesse
estudo encontra-se abaixo da ingestdo diaria toleravel atual para o bisfenol A de 4000 ng/kg
PC/dia (EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY, 2015). Esse resultado ndo difere de
muitos outros estudos que estimaram a exposicdo do bisfenol A a partir de diferentes fontes
dietéticas. Ainda assim, os estudos tém mostrado 0s possiveis danos a salde dos individuos
quando a exposicdo ao bisfenol A ocorre de forma crénica mesmo em niveis baixos. Eles tém
apontado para a correlacdo positiva entre exposicdo ao bisfenol A e risco aumentado para o
desenvolvimento de obesidade, aumento da resisténcia a insulina, diminuicdo da tolerancia a
glicose, aumento da gordura abdominal, aumento do tecido adiposo e risco aumentado para a
sindrome metabdlica (ALONSO-MAGDALENA et al., 2010, HOWDESHELL et al., 2008;
WEI et al., 2011; ANGLE et al., 2013; AMIN et al., 2018).

Diante de todas essas evidéncias cientificas o Programa Nacional de Toxicologia dos
Estados Unidos (U.S NTP) desenvolveu o programa CLARITY-BPA (Consortium Linking
Academic and Regulatory Insights on BPA Toxicity) a fim de estudar a toxicidade do bisfenol
A. A EFSA aguarda os resultados provenientes desse estudo americano para avaliar os novos
limites de migracdo, IDA e NOAEL (EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY, 2018;
NATIONAL TOXICOLOGY PROGRAM, 2019). Dessa forma, fica evidenciada a
importancia de se pesquisar as diferentes fontes dietéticas contaminadas por essa substancia
em diferentes partes do mundo.

O presente estudo € o primeiro a identificar a contaminacdo de leite em po e fiuido
(UAT e pasteurizado) por bisfenol A no Brasil. As analises em leites integrais fluidos e em po
sd0 de extrema importancia visto o alto consumo deste produto no Pais, portanto o resultado
encontrado demonstra a importancia de se conduzir estudos que monitorem a contaminagdo

deste alimento e de outras fontes dietéticas.
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5 CONCLUSAO

O método otimizado para deteccdo e quantificacdo do bisfenol A a partir de leite
fludo integral (UAT e pasteurizado) e leite em pd integral foi considerado adequado ao
proposito. Todos os parametros avaliados como linearidade, efeito matriz, seletividade,
precisdo e exatiddo apresentaram resultados satisfatérios para as faixas de concentracdo
definidas na validacdo do método.

A extracdo atraves do método QUEChERS modificado foi eficiente para a
quantificacdo e deteccdo de bisfenol A. O método tem o beneficio de ser relativamente rapido,
pois ndo ha necessidade de etapas adicionais de limpeza como a extracdo em fase sélida. O
método apresentou sensibilidade adequada ao proposito do estudo e compardvel a outros
métodos reportados na literatura.

Com base no método validado foi possivel analisar as amostras de leite fluido e em po
de diferentes marcas. Das 51 amostras analisadas, duas amostras (3,9%) apresentaram niveis
de bisfenol A acima do limite de quantificacdes. Na amostra de leite em po integral
reconstituido (1:10) e em leite fluido integral as concentragGes de bisfenol A foram de 0,53
ng/mL e 0,50 ng/mL, respectivamente. As demais 44 amostras ficaram abaixo do limte de
deteccdo do método e cinco amostras (9,8%) acima do limite de detcacdo, mas abaixo do
limite de quantificacdo.

Considerando o pior cenario possivel, ou seja, criangas entre 1 semana e 12 meses de
vida expostas exclusivamente ao leite em po6 integral reconstituido (1:10) que apresentou
maior nivel de contaminacdo por bisfenol A, a ingestdo diaria estimada obtida para a faixa
etaria e sexo estaria inferior ao limite estabelecido pela EFSA. Porém € preciso salientar que
existe uma limitacdo na obtencdo dessas estimativas de exposicdo dietética por ndo
contemplar outras fontes de exposicdo, como leite materno, &gua para consumo, vegetais e
frutas, além das fontes ndo dietéticas que ndo foram levadas em consideragéo.

Apesar do nivel de bisfenol A encontrado neste estudo tenha sido considerado seguro,
a ocorréncia de bisfenol A em leite merece atencdo, uma vez que esse produto € muito
consumido pela populagdo e a exposicdo cronica ao bisfenol A tem sido relacionada a agravos
a saude.

Vale destacar que a contaminagdo desse alimento pode envolver toda a cadeia
produtiva, desde a alimentacio do animal, passando pela ordenha e chegando ao

beneficiamento do leite. Creditar a contaminagdo do leite apenas a migragdo do bisfenol A a
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partir da embalagem pode incorrer no erro, visto que muitas etapas podem contribuir para a
contaminacdo do alimento.

Conclui-se que o método desenvolvido e validado pode servir como uma importante
ferramenta de auxilio para estudos de avaliagdo da exposicdo ao bisfenol A pela ingestdo de

leite fluido integral (UAT e pasteurizado) e leite em po integral.
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APENDICE A - RELACAO DAS AMOSTRAS DE LEITE FLUIDO INTEGRAL E LEITE EM PO INTEGRAL ANALISADAS

Amostra Marca Produto e rI;)Fe)\cl)aSZm Amostra Marca Produto e rI;)F;CI)a(SZm Amostra Marca Produto e ;ég?ageem
1 A LP Lata? 19 E LF (UAT) Tetra Pak3 37 T LF (UAT) PET"
2 B LP Lata? 20 J LF (UAT) Tetra Pak? 38 U LF (UAT) Tetra Pak?
3 C LP Lata? 21 K LF (UAT) Tetra Pak? 39 H LP Saco?
4 A LP Lata? 22 K LF (UAT) PET* 40 \% LP Saco?
5 C LP Lata! 23 H LP Lata? 41 W LP Saco?
6 D LP Saco. 24 C LP Saco? 42 X LF (UAT) Tetra Pak3
7 E LP Saco? 25 L LP Saco? 43 Y LF (UAT) Tetra Pak3
8 F LP Saco? 26 M LF (UAT) Tetra Pak? 44 z LF (UAT) Tetra Pak?
9 B LP Saco? 27 E LF (UAT) PET* 45 R LF(Pasteurizado) Saco’
10 G LP Saco? 28 D LF (UAT) Tetra Pak® 46 D LF (UAT) Tetra Pak®
11 H LF(UAT) Tetra Pak? 29 N LF (UAT) Tetra Pak3 47 K LF (UAT) Tetra Pak®
12 A LF(UAT) Tetra Pak? 30 B LF (UAT) Tetra Pak® 43 B LP Latat
13 E LF(UAT) Tetra Pak® 31 0 LF (UAT) Tetra Pak? 49 A LP Lata?
14 I LF(UAT) Tetra Pakd 32 P LF (UAT) Tetra Pak3? 50 Aa LP Saco?
15 I LF(UAT) Tetra Pakd 33 Q LF (UAT) Tetra Pakd 51 R LF(Pasteurizado) Saco’
16 C LF(UAT) Tetra Pak® 34 R LF(Pasteurizado) Saco®
17 C LF(UAT) Tetra Pak? 35 R LF(Pasteurizado) Saco®
18 E LF(UAT) Tetra Pak® 36 S LF(Pasteurizado) Vidro®

Fonte: (O autor, 2019).

Legenda: LP: Leite em P¢ integral

de etileno); ° Polietileno (PE) e cloreto de polivinilideno (PVDC); © Vidro.

: LF: Leite Fluido integral; * Revestida por resina ep6xi; 2 Poliéster Metalizado-Polietileno (filme laminado); 3 Cartonada; * Poli(tereftalato
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