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RESUMO

O poli (cloreto de vinila) - PVC tem sido amplamente utilizado na industria de
embalagens, na forma de filme flexivel de PVC, para o acondicionamento de
alimentos. Porém, para que seja possivel esta utilizagdo é necessaria a adicao de
plastificantes. Dentre os plastificantes mais utilizados em filmes flexiveis de PVC estéo
o ftalato de di-(2-etil-hexila) — DEHP e o adipato de di-(2-etil-hexila) - DEHA. O DEHP
é classificado pela Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer - IARC no grupo
2B (possivel agente carcinogénico ao homem), e pela Agéncia de Protecdo Ambiental
dos Estados Unidos da América - U.S.EPA no grupo toxicologico B2 (provavel
carcindgeno humano), sendo relacionado a diversos efeitos toxicos para a saude
humana, tais como danos causados nos sistemas reprodutivos masculino e feminino
e efeitos na inducéo de hepatocarcinomas. O DEHA é classificado pela IARC no grupo
3 (nao classificavel quanto a sua carcinogenicidade para os seres humanos). Contudo,
a U.S.EPA classifica o DEHA dentro do grupo toxicologico C, como um possivel
carcinogeno humano. Os dois plastificantes estdo relacionados a inducdo da
proliferacdo de peroxissomas hepaticos e danos a gestacdo. A Resolug¢do n° 17 da
ANVISA de 17 de marco de 2008 estabelece limite de migragcéo especifica para DEHP
em 1,5 mg kg do solvente simulante e para o DEHA em 18 mg kg*. A Resolugéo n°
51 da ANVISA de 26 de novembro de 2010 estabelece condi¢cGes para o ensaio de
migracao, porém € necessaria a validacao intralaboratorial do método. Com o objetivo
de preencher esta lacuna, o presente trabalho apresenta o desenvolvimento e a
validacdo intralaboratorial de um meétodo para avaliagdo da migracdo dos
plastificantes DEHP e DEHA da embalagem para alimentos gordurosos. O teste de
migracao foi realizado por meio do contato de 1 dm? do filme de PVC com 100 mL de
solvente simulante etanol 95 % por 48 h a 20 °C. As concentra¢des de migracdo dos
plastificantes DEHP e DEHA foram determinadas por cromatografia a gas com
deteccao por ionizagcdo em chama e coluna de silica fundida recoberta internamente
com fase estacionaria constituida de 5% fenilmetilsilicone. O método foi validado
intralaboratorialmente e considerado adequado ao propésito. As faixas de trabalho
foram definidas de 0,6 a 10,0 mg kg para o DEHP e 2,5 a 40,0 mg kg para o DEHA.
As curvas se apresentaram estatisticamente lineares, ndo sendo observada falta de
ajuste ao modelo. N&o foi observado efeito de matriz e a seletividade foi considerada

satisfatdria. O método apresentou repetibilidade e preciséo intermediaria adequadas



e resultados robustos para temperatura e tempo de migracéo de (20 £ 2) °C e (48
0,5) h, respectivamente. Trinta e sete amostras de filme de PVC foram ensaiadas,
apresentando resultados para a migracao especifica de DEHA entre ndo detectavel
(<0,35 mg kg?) e 231 mg kg de solvente simulante e entre ndo detectavel (<2,23 mg
kg') e 304 mg kg! de solvente simulante para o DEHP. Dentre as amostras
ensaiadas, 95 % apresentaram resultado insatisfatorio para pelo menos um dos

plastificantes.

Palavras-chave: Validacdo. Migracdo. Alimentos gordurosos. Adipato de di-(2-etil-
hexila). Ftalato de di-(2-etil-hexila). Cromatografia a gas.



ABSTRACT

PVC has been widely used in the packaging industry, in the shape of flexible PVC film,
for packaging foods. However, for this use is required the addition of plasticizers.
Among the plasticizers commonly used in flexible PVC films are di-(2-ethylhexyl)
phthalate — DEHP and di-(2-ethylhexyl) adipate — DEHA. DEHP is classified by the
International Agency for Research on Cancer - IARC in Group 2B (possibly
carcinogenic agent to humans) and by US Environmental Protection Agency —
U.S.EPA in group B2 (probable carcinogenic agent to humans), being related to many
toxic effects to human health, such as damage to the male and female reproductive
system and effects on hepatocellular carcinoma development. DEHA is classified by
IARC in Group 3 (not classifiable as to its carcinogenicity to humans). However, the
US Environmental Protection Agency — U.S.EPA classifies DEHA within the toxicology
group C as a possible human carcinogen. Both plasticizers are related to the induction
of hepatic peroxisome proliferation, and damage to pregnancy. Resolution N° 17 of
ANVISA of 17 March 2008 establishing specific migration limit for DEHP in 1,5 mg kg
! of simulant solvent and 18 mg kg for DEHA. Resolution N° 51 of ANVISA of 26
November 2010 establishing conditions for the migration test, but is required the in-
house validation of the method. Aiming to fill this gap, this paper presents the
development and in-house validation of a method for the determination of the migration
of DEHP and DEHA from packaging for fatty foods. The migration test was carried
through contact of 1 dm? of PVC film with 100 mL of simulant solvent ethanol 95 % for
48 h at 20 °C. The migration concentrations of DEHP and DEHA were determined by
gas chromatography with flame ionization detector and a fused silica column coated
internally with a stationary phase consisting of 5% phenylmethylsilicone. The method
was in-house validated and considered suitable for purpose. The working ranges were
defined from 0.6 to 10.0 mg kg* for DEHP and from 2.5 to 40.0 mg kg for DEHA. The
curves were statistically linear, with no observed lack-of-fit. There was no matrix effect
and the selectivity of the method was satisfactory. The method has adequate
repeatability and intermediate precision and robust results for temperature and time
migration of (20 £ 2) °C and (48 £ 0,5) h, respectively. Thirty seven PVC film samples
were tested, presenting results for specific migration of DEHA between not detectable

(<0.35 mg kgt) and 231 mg kg of simulant solvent and between not detectable (<2.23



mg kg') e 304 mg kg simulant solvent for DEHP. Among the samples tested, 95%

had results above the limit established by legislation.

Keywords: Validation. Migration. Fatty foods. Di-(2-ethylhexyl) adipate. Di-(2-
ethylhexyl) phthalate. Gas Chromatography.
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1 INTRODUCAO

1.1 EMBALAGENS PARA ALIMENTOS

Nos primordios da civilizacdo humana, as embalagens ndo eram necessarias,
e 0 homem consumia seus alimentos no local de sua origem. A necessidade do uso
de embalagens comecou a surgir a medida que a vida humana tornou-se mais
complexa, surgindo a necessidade de armazenamento e transporte dos alimentos.
(GERMANO; GERMANO, 2001).

Os alimentos, de um modo geral, em qualquer fase da destinagéo ao consumo,
devem ser acondicionados. Diversos produtos, como os industrializados, devem ser
embalados como parte obrigatoria de um processo de conservacdo (GERMANO;
GERMANO, 2001).

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

Esse crescimento se deve a fatores mercadolégicos como transparéncia,
leveza, resisténcia a quebras, versatilidade de formatos e tamanhos, assim como
sistemas de fechamento. Além disso, 0s custos sdo altamente competitivos, tornando
os plasticos extremamente atraentes para os produtores e usuarios de embalagens
(ALVES, 2009). Segundo dados da Associac¢ao Brasileira de Embalagens - ABRE, em
2012, a utilizacdo de materiais plasticos na producdo de embalagens representou
29,7% do total da producéo fisica do setor no ano. A Figura 1 representa a distribuicéo

da producéo fisica de embalagens por segmento de matéria prima (ABRE, 2013).
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Figura 1. Participacdo de cada segmento na indUstria de

embalagens em 2012
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Fonte: (ABRE, 2013)

A Resolucdo RDC n° 91 de 11 de maio de 2001, da Agéncia Nacional de

Vigilancia Sanitaria - ANVISA, define a embalagem para alimentos como:

...um artigo que estda em contato direto com os alimentos,
destinado a conté-los desde a sua fabricacdo até a sua entrega
ao consumidor, com a finalidade de protegé-los de agentes
externos, de alteracbes e de contaminagbes, assim como
adulteracdes (BRASIL, 2001).

Segundo Evangelista (1998), embalagem é todo material acondicionante que
exerca funcdes de protecdo do alimento in natura, da matéria-prima alimentar ou do
produto alimenticio, temporaria ou permanentemente, no decorrer de suas fases de
elaboracao e armazenamento.

Do ponto de vista da Saude Publica, o aspecto mais relevante da embalagem
€ o de conservacdo dos alimentos, protegendo-os contra agentes externos e da
manipulacdo inadequada. (BARROS, 2010). Outra funcdo de destaque das
embalagens € a de informar o consumidor sobre caracteristicas do produto
(GERMANO; GERMANO, 2001).

Contudo, alimentos embalados incorretamente podem deteriorar-se e se

contaminar, bem como incorporar aos produtos elementos nocivos a saude
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(BARROS, 2010). Através da adequacdo da embalagem ao produto é possivel
minimizar as alteragcfes indesejaveis, aumentando a estabilidade do alimento. Porém,
em funcéo do tempo de contato entre o produto e a embalagem, ainda assim, podem
ocorrer interacdes entre o alimento e sua embalagem (CORSO, 2007).

As embalagens plasticas sdo as que mais interagem com os alimentos, tanto
diretamente, através da migracdo de monémeros e aditivos para o alimento, quanto
indiretamente, através de interacdes entre o alimento e o ambiente, permitidas pela
permeabilidade da embalagem (CORSO, 2007). Os plasticos utilizados em
embalagens sao polimeros de elevado peso molecular, sendo relativamente reduzidas
as quantidades de residuos dos polimeros encontradas em alimentos. Porém,
plasticos sdo polimeros aos quais podem ter sido adicionados aditivos ou outras
substancias (UE, 2011), tais como substancias de baixo peso molecular que podem
representar um risco em potencial & satde do homem (COULTATE, 2004).

Assim, a possibilidade de que ocorra contaminagao do produto por constituintes

da propria embalagem néo pode ser negligenciada (MELO, 2007).

1.2 POLI (CLORETO DE VINILA)

O poli (cloreto de vinila) - PVC é um termoplastico vinilico, obtido a partir da
polimerizacdo do monémero cloreto de vinila - MVC. O primeiro registro da reacao de
polimerizacdo ocorreu em 1872, quando Eugen Baumann detalhou a mudanca de
estado fisico do cloreto de vinila, induzida pela luz solar, para um produto sélido
branco, que imaginou ser um isémero do mondémero (BRASKEM, 2006). Porém
somente em 1930, na Alemanha, teve inicio a producdo comercial do PVC através da
utilizacao da polimerizacdo em emulsdo. Em 1932 ocorreu o primeiro avanco para seu
uso com a descoberta da utilizacdo de plastificantes, o que possibilitou a solugéo de
problemas relacionados a estabilidade e ao processamento térmico do PVC (ENDO,
2002).

Atualmente o PVC é fabricado através do sal marinho, principal matéria prima
do processo, e do petrdleo. A partir do sal marinho é obtido o cloro, responsavel por
57% da resina de PVC. Enquanto a partir do petréleo é obtido o eteno, responsavel
pelos 43% restantes. Em fase gasosa, 0 eteno e o cloro reagem para formar o
dicloroetano - EDC, responsavel pela obtencdo do MVC. As moléculas de MVC séo

submetidas ao processo de polimerizacdo para formacao do PVC (INSTITUTO DO
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PVC, [2013]). A Figura 2 apresenta o processo de sintese da resina de PVC e adi¢édo
de aditivos.

Figura 2. Sintese da resina de PVC e adi¢cdo de aditivos

Agua Soda Caustica _ _ H H
v Sal a Hidrogénio Resina da PVE: 1 1
B7% de cloro a ~C-C-
|| Eletrdlis 43% de eteno 1 1
Ei } otrdli n 0 o b

Mistura
PVC +
Aditivos

Composto de PVC

Fonte: (INSTITUTO DO PVC, [2013])

Nos ultimos anos tem ocorrido um rapido crescimento no desenvolvimento e
aplicacédo de compostos polimeros como matrizes termoplasticas. Este movimento se
deve a facilidade de conformacdo e fabricacdo do polimero, a possibilidade de
obtencdo de produtos leves em relacdo aos materiais tradicionais, e ainda a boa
relacéo custo/desempenho mecanico (GRIZZO; HAGE JUNIOR; LAURINI, 2011).

O PVC é o segundo termoplastico mais consumido em todo o mundo, com
capacidade mundial de producéao de resinas de PVC estimada em cerca de 36 milhdes
de toneladas ao ano (BRASKEM, 2006). No ano de 2009 a producao industrial
brasileira de resina de PVC foi de 689.484 toneladas, somadas ainda a importacao de
285.768 toneladas no mesmo ano. Do total de resina utilizada no Brasil no ano de
2009, 5,1% foram utilizadas na fabricacdo de embalagens (INSTITUTO DO PVC,
[2010]). Em 2013, a demanda brasileira por PVC foi de 1,3 milh&o de toneladas, sendo
12% superior a demanda do ano anterior (BRASKEM, 2013).

O PVC é considerado um dos polimeros mais versateis devido sua
possibilidade de interagir com diferentes aditivos, o que pode alterar suas
caracteristicas dentro de um amplo espectro de propriedades, apresentando-se desde
rigido a extremamente flexivel e, consequentemente, sendo utilizado em aplicacbes
que vao desde tubos e perfis rigidos, para uso na construgéo civil, até brinquedos e
filmes flexiveis utilizados no acondicionamento de alimentos, sangue, soro e plasma
(MADALENO et al., 2009).
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O PVC tem sido amplamente utilizado no segmento de embalagem, na forma
de filme flexivel de PVC, para o acondicionamento de alimentos in natura, tais como
carnes, frango e frutas. Tais filmes séo utilizados em supermercados e vendidos para
uso doméstico (SARANTOPOULOS et al., 2002). Porém, para que seja possivel esta
utilizacéo € necessaria a adi¢do de plastificantes (BARROS et al., 2011).

1.3 ADITIVOS PLASTIFICANTES

Plastificantes sao substancias organicas sintéticas de baixo peso molecular,
adicionadas a resina do polimero para aumentar sua flexibilidade e a resisténcia do
produto final, facilitando a producéo e a processabilidade do polimero (SOUZA et al.,
2012).

O PVC é um dos polimeros mais frequentemente plastificados (RAHMAN;
BRAZEL, 2004). O PVC tem uma cadeia polihalogenada com atomos de cloro
covalentemente ligados a atomos de carbono, proporcionando, assim, muitos pontos
de interacao dipolar ao longo da sua cadeia, que dao origem a interacdes fortes entre
cadeias e consequente rigidez do material polimérico. Os aditivos plastificantes
guebram a interacao dipolo intercadeias proporcionando um material com mobilidade
e flexibilidade caracteristicas de um polimero com menor nimero de interacoes.
Assim, o uso de plastificantes possibilita a utilizacdo do PVC em diversas aplicacoes,
entre elas dispositivos médicos, material para embalagem e ainda produtos infantis
(VINHAS et al., 2003).

Existem diversas substancias quimicas que podem ser utilizadas como
plastificantes de PVC. De maneira geral, os plastificantes com maior importancia
comercial, sdo liquidos inodoros, incolores, insoliveis em agua e de baixa volatilidade,
sendo em sua grande maioria ésteres ou poliésteres (COLTRO; PITTA; MADALENO,
2013; BRASKEM, 2006).

Os ftalatos tém, mundialmente, um papel importante na industria do plastico e
da borracha, representando mais de 80% de todos os plastificantes utilizados no PVC.
O ftalato de di-(2-etil-hexila) — DEHP representa pelo menos 60% desse montante
(COLTRO; PITTA; MADALENO, 2013). O sucesso dos ftalatos pode ser associado a
melhor relacéo entre custo e beneficio, oferecida por sua utilizacdo, e a uma gama de
propriedades satisfatérias na area de embalagens de alimentos, principalmente na
conservagao e praticidade (BARROS, 2010).
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Dentre os plastificantes utilizados no PVC estdo o DEHP e o adipato de di-(2-
etil-hexila) — DEHA (BRASIL, 2008). O DEHP e o DEHA estéao entre os plastificantes
mais utilizados em filmes flexiveis de PVC (ALVES, 2009; COULTATE, 2004). As
Figuras 3 e 4 mostram as estruturas dos plastificantes DEHP e DEHA,

respectivamente.

Figura 3. Estruturas bidimensional (a) e tridimensional (b) do ftalato de di-(2-etil-hexila)

(a)
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Fonte: (RSC, 2014a; NIST, 2011a)

Figura 4. Estruturas bidimensional (a) e tridimensional (b) do adipato de
di-(2-etil-hexila)
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Fonte: (RSC, 2014b; NIST, 2011b)

Como os plastificantes ndo sdo quimicamente ligados ao plastico, eles
representam uma fonte de riscos a saude do consumidor e de contaminacdo pela
simples difusdo para os meios ou fluidos em contato (CHANG,; LIN; CHANG, 2012).
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Tais aditivos normalmente possuem uma elevada mobilidade devido ao peso
molecular relativamente baixo e facilmente se difundem para os meios em contato.
Alguns estudos vém tratando da contaminacdo de alimentos em contato com filmes
flexiveis de PVC por plastificantes, com destaque para a presenca de DEHP e DEHA
(BARROS, 2010; BARROS et al., 2011; BAZILIO, 2012).

1.4 EFEITOS TOXICOLOGICOS DE ADITIVOS PLASTIFICANTES

Os ftalatos de baixo peso molecular, tais como o ftalato de butil-benzila - BBP,
o ftalato de di-(iso-butila) - DIBP, o ftalato de di-(iso-hexila) - DIHP e o DEHP, sao
tratados levando-se em consideracéo o conceito da precaucéo, sendo sua utilizacédo
limitada em alguns produtos. Por outro lado, ftalatos de peso molecular elevado, tais
como ftalato de di-(iso-nonila) - DINP e ftalato de di-(iso-dodecila) - DIDP nao tém
quaisquer restricbes para utilizacdo (MARCILLA; GARCIA, GARCIA-QUESADA,
2004).

S&o observados diversos efeitos toxicos para a saude humana devido a
exposicao a doses elevadas de DEHP, tais como a possibilidade de desempenhar um
papel de desregulador do sistema enddcrino, alterando os niveis de testosterona e
estradiol (CHANG,; LIN; CHANG, 2012). O DEHP tem sido associado a danos ao
sistema reprodutivo (KAVLOCK et al, 2002), e efeitos na inducdo de
hepatocarcinomas em ratos F-344 e camundongos B6C3F1 de ambos os sexos (HHS,
1982). Aproximadamente 95 % do DEHP produzido € utilizado como plastificante na
resina de PVC para fabricacdo de produtos flexiveis. Tais produtos possuem
geralmente 1 a 40 % de DEHP, porém é reportada a utilizacdo do plastificante em
niveis acima de 80 % em alguns produtos médicos (HHS, 2011).

Dentre as principais causas de contaminacdo por DEHP estéo a ingestéo de
agua ou de alimentos contaminados e por via inalatoria. Assim, a maior parte da
absorcdo do DEHP ocorre a partir do intestino e pulmdes (ASTDR, 2002). O DEHP é
rapidamente absorvido e distribuido pelo corpo, porém nédo existem evidéncias de
acumulo no organismo. O metabolismo do DEHP envolve diversas vias e produz uma
grande variedade de metabolitos. A principal etapa de metabolizacdo do DEHP € a
hidrolise por lipases inespecificas para ftalato de mono-(2-etil-hexila) - MEHP, e 2-etil-
hexanol (CHOI et al., 2013; IHCP, 2008). Uma vez absorvidos, os compostos sao

transportados para o figado, rins, testiculos e outros tecidos, e pequenas quantidades
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podem ficar armazenadas no tecido adiposo e ainda podem ser excretadas no leite
materno. O MEHP é metabolizado através de numerosas reacdes de oxidacao,
resultando na formacédo de 30 ou mais metabdlitos, alguns dos quais podem ser
conjugados com &cido glucurdnico para excrecdo. O restante do MEHP é excretado
diretamente na urina. O 2-etil-hexanol é oxidado, via 2-etil-hexanal, produzindo
principalmente o acido 2-etil-hexandico, além de diversos &cidos cetdnicos derivados,
que sao excretados na urina. A maior parte do DEHP, MEHP, e 2-etil-hexanol é
eliminada dentro de 24 horas através da urina e fezes (ASTDR, 2002).

Os possiveis efeitos genotéxicos do DEHP foram exaustivamente investigados
em varios estudos de curto prazo. Os principais metabolitos do DEHP, MEHP e 2-etil-
hexanol, também foram examinados. Os resultados foram negativos na maioria dos
testes in vitro e in vivo com o DEHP, MEHP e 2-etil-hexanol para deteccdo de
mutacdes génicas, danos ao DNA, e efeitos cromossomicos (EC, 2008). Contudo,
diversos estudos recentes em humanos e células primarias de mamifero
apresentaram em testes de exposicdo in vitro ao DEHP ou seu principal metabdlito,
MEHP, quebra de fita de DNA, detectavel nos ensaios Cometa, ou inducdo de
transformacéao celular (IARC, 2012). Considerados em conjunto, todos os resultados
negativos e positivos, o DEHP e os seus metabolitos sdo considerados substancias
nao mutagénicas (EC, 2008; US.EPA, 2012a).

Estudos de toxicidade indicam uma baixa toxicidade aguda do DEHP, sendo a
dose letal média (DLso) oral maior que 20000 mg kg de peso corpéreo em ratos F-
344 de ambos o0s sexos e maior que 9860 mg kg* de peso corpéreo em camundongos
ICR/SIM machos (EC, 2008). Contudo, na década de 80, com a realizacdo de testes
de carcinogenicidade a longo prazo, observou-se que sua administracédo oral poderia
causar tumores no figado de ratos e camundongos de ambos 0s sexos. Atualmente,
as avaliacOes de risco de cancer tém sido conduzidas por um numero crescente de
diferentes instituicbes reguladoras (GERMANO; GERMANO, 2001).

Em um estudo de toxicidade subcrdnica por via oral (faixa testada: 0, 5, 50, 500
e 5000 ppm de DEHP na dieta), o nivel de n&do observacao de efeito adverso — NOAEL
para o DEHP foi de 50 ppm, correspondente a 3,7 mg kg por dia para ratos Sprague-
Dawley machos e 4,2 mg kg? por dia para ratos Sprague-Dawley fémeas. A menor
dose onde se observa efeito adverso foi na mais alta dose testada de 5000 ppm, o
que corresponde a 375,2 mg kg por dia para ratos Sprague-Dawley machos e 419,3

mg kg por dia para ratos Sprague-Dawley fémeas, sendo observado aumento do
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figado relacionado a dose em ambos os sexos (POON et al. 1997). O NOAEL refere-
se a maior dose de uma substancia que ndo provoca alteracéo adversa detectavel na
morfologia, capacidade funcional, crescimento, desenvolvimento, ou vida util do
organismo alvo sob condi¢des definidas (IUPAC, 2014).

A dose de referéncia — RfD por via oral para o DEHP é de 0,02 mg kg por dia
e a LOAEL é de 19 mg kg™ por dia. Os valores foram definidos com base no aumento
do peso do figado em um bioensaio oral subcrénico a crénico em cobaios (U.S.EPA,
2000). A RfD € uma estimativa de exposicdo diaria a populacdo humana em que é
provavel ndo haver risco apreciavel de efeitos nocivos a saude durante toda a vida. A
LOAEL refere-se a menor dose de uma substancia que provoca uma alteragdo
adversa de morfologia, capacidade funcional, crescimento, desenvolvimento, ou no
tempo de vida de um organismo alvo distinguiveis de organismos normais (controle)
da mesma espécie sob condi¢des definidas de exposi¢do (IUPAC, 2014).

Com base nos resultados apresentados por um estudo de exposicdo oral
cronica, com ratos Fischer-344 de ambos os sexos, foi definido um nivel de risco
minimo — MRL de 0,06 mg kg por dia, baseado na NOAEL, em relacédo a patologia
testicular em ratos (DAVID et al., 2000; ASTDR, 2002). O MRL é uma estimativa da
exposicdo humana diaria a uma substancia perigosa, que é provavelmente destituida
de risco significativo de efeitos adversos ndo-carcinogénicos a saude, durante um
periodo especifico de exposicado (ATSDR, 2013).

Thiess e Fleig (1978) apresentam um estudo de mortalidade com 221
trabalhadores de uma fabrica de producdo de DEHP na Alemanha, expostos a
concentragdes desconhecidas de DEHP durante 3 meses a 24 anos, entre 0S anos
de 1940 e 1976. Foram relatadas oito mortes durante o periodo de acompanhamento,
sendo um caso de carcinoma pancreatico e um de papiloma de uretra e bexiga,
ocorridos em trabalhadores com tempo de exposi¢cado superior a 20 anos (THIESS;
FLEIG, 1978).

Lopez-Carrillo e colaboradores (2010) relatam um estudo de caso conduzido
no Meéxico para avaliacdo da relacdo entre os niveis de metabdlitos de ftalato
encontrados na urina e o cancer de mama. Entre 2007 e 2008, foram entrevistadas
233 mulheres com cancer de mama e 221 mulheres com idades compativeis para
controle do estudo. Foram coletadas urinas das mulheres, sendo observadas
concentracfes significantemente maiores dos metabdlitos de ftalato nas amostras

coletadas das mulheres com cancer de mama. A partir dos resultados deste estudo
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de caso, associados a resultados de estudos anteriores, como o0 apresentado por
Thiess e Fleig (1978), e a exposi¢do de trabalhadores das industrias de plastico a
niveis consideravelmente altos de ftalatos a Agéncia Internacional para Pesquisa em
Cancer - IARC elevou o grau de risco a exposicao ao DEHP (IARC, 2012) em relac&o
a sua publicacdo anterior do ano de 2000 (BARROS, 2010). Antes classificado no
grupo 3 (nao classificavel quanto a sua carcinogenicidade para os seres humanos)
(BARROS, 2010), o DEHP passou a pertencer ao grupo 2B, sendo considerado um
possivel agente carcinogénico ao homem (IARC, 2014). A monografia anterior,
publicada pela IARC, contemplava o estudo apresentado por Thiess e Fleig (1978),
contudo o Grupo de Trabalho da Monografia observou que a maioria dos individuos
do estudo foram empregados apos o0s niveis de exposicdo terem sido
consideravelmente reduzidos, e que os métodos utilizados para o estudo foram mal
descritos.

A Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos da América — U.S.EPA
classifica 0 DEHP dentro do grupo toxicolégico B2, como um provavel carcin6geno
humano. A classificacdo € baseada na observacdo do aumento da incidéncia de
tumores de figado relacionado a dose em ratos e camundongos de ambos 0S sexos,
quando expostos oralmente ao DEHP (U.S.EPA, 2012a).

O DEHP estéa relacionado a danos aos sistemas reprodutores masculino e
feminino de ratos Sprague—Dawley. Os efeitos adversos no sistema reprodutor
incluem mudancas nos testiculos, levando a reducédo da fertilidade e alteracdes na
producdo de espermatozoides em machos (PARK; HABEEBU; KLAASSEN, 2002), e
disfuncéo do ovario em fémeas (DAVIS; MARONPOT; HEINDEL, 1994).

Em um estudo com adolescentes de ambos 0s sexos, expostos a quantidades
significativas de DEHP quando neonatos, ndo foram observados efeitos adversos
significativos sobre o crescimento fisico e matura¢do puberal. Func¢des dos rins, da
tireoide, do figado, e das gbnadas masculinas e femininas testadas se apresentaram
dentro da faixa normal para a idade e distribuicdo por sexo (RAIS-BAHRAMI et al.,
2004).

Foi definido um NOAEL de 4,8 mg kg por dia para toxicidade testicular, com
base em um estudo de toxicidade reprodutiva de trés geragdes por via oral, com ratos
machos Sprague-Dawley, mostrando incidéncia de atrofia testicular minima a 14 mg
kg! por dia e completa atrofia e aspermia em doses de 359 mg kg por dia. A

toxicidade testicular observada em diferentes espécies de animais e em doses
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relativamente baixas € considerada relevante para os seres humanos. Os efeitos
sobre a fertilidade tém sido observados em niveis de exposicdo ligeiramente mais
elevados, com um NOAEL de 20 mg kg™ por dia, observado em camundongos CD-1
de ambos os sexos (IHCP, 2008).

Diante deste cenario, diversas industrias vém buscando alternativas a certos
ftalatos, seja voluntariamente ou compulsoriamente. De acordo com esta tendéncia,
plastificantes advindos de fontes renovaveis, tais como o 6leo vegetal modificado, 6leo
vegetal modificado e epoxidado, mistura de acetatos de glicerina, monoesteres de
glicerol, bem como o tereftalato de di-(2-etil-hexila) - DEHT s&o novas alternativas
para aplicacoes em filmes de PVC (COLTRO; PITTA; MADALENO, 2013). Ftalatos de
alto peso molecular, tais como ftalato de di-(iso-nonila) - DINP, ftalato de di-(iso-
dodecila) — DIDP e ftalato de di-(2-propil-heptila) - DPHP, vém sendo utilizados como
alternativas no mercado europeu, representando hoje cerca de 85% dos ftalatos
produzidos na Europa. A avaliacdo de risco tem mostrado resultados positivos em
relacdo ao uso seguro deste grupo de ftalatos (ECPI, 2014).

Outro plastificante amplamente utilizado como alternativa aos ftalatos € o DEHA
(BARROS et al., 2011; DALGAARD et al., 2003), porém alguns estudos vém tratando
a utilizacdo do mesmo com cautela (SILVA, 2007; BARROS, 2010; BAZILIO, 2012;
DALGAARD et al., 2003). A IARC classifica o0 DEHA dentro do grupo 3, ndo sendo
classificavel quanto a sua carcinogenicidade para os seres humanos (IARC, 2000). A
U.S.EPA classifica o DEHA dentro do grupo toxicolégico C, como um possivel
carcinégeno humano. A classificacdo é baseada na auséncia de dados em humanos
e aumento da incidéncia de tumores hepéaticos em camundongos fémeas (U.S.EPA,
2012b). Estudos de genotoxicidade in vitro, realizados com o DEHA, apresentaram
resultados negativos para mutacdes, sintese de DNA ndo programada e efeitos no
DNA em sistemas bacterianos e em células de mamifero. Estudos de genotoxicidade
in vivo também tém apresentado resultados negativos (SILVA, 2007). Assim, com
excecdo de um ensaio dominante letal positivo, ndo existe nenhuma evidéncia de
genotoxicidade para o DEHA, no entanto, existem relacfes estruturais com outros
compostos nao genotoxicos classificados como provaveis e possiveis carcinogénicos
ao homem (U.S.EPA, 2012b).

O metabolismo do DEHA envolve inicialmente uma etapa de hidrélise, onde o
plastificante € hidrolisado formando o adipato de mono-(2-etil-hexila) - MEHA e o 2-

etil-hexanol. O MEHA é rapidamente metabolizado em &cido adipico e excretado na
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urina. O 2-etil-hexanol é conjugado e excretado na urina, contudo alguma fracédo pode
sofrer metabolismo adicional formando o &cido 2-etil-hexandico, sendo este conjugado
e excretado na urina. Quase toda a dose administrada é excretada como metabdlitos
urinarios ou encontrados no ar expirado como dioxido de carbono, dentro de 48 horas
apos a administragdo, com uma fracdo minima a ser excretado nas fezes (IARC,
2000).

Segundo a U.S.EPA a RfD por via oral para o DEHA é de 0,6 mg kg por dia,
o NOAEL de 170 mg kg por dia e a LOAEL é de 1080 mg kg por dia. Os valores
foram definidos com base em um estudo de reprodugéo com ratos Wistar de ambos
0S sexos e outro de teratogenicidade com ratos Wistar fémeas gravidas e sua prole.
Os principais efeitos criticos observados foram mudancas no peso corpéreo e do
figado de ratos pais machos e fémeas, ossificacdo reduzida e ureteres ligeiramente
dilatados nos fetos, reducao do ganho de peso da ninhada, reducédo do peso total da
prole e redugéo do tamanho da prole (U.S.EPA, 2012b).

Segundo Lake e colaboradores (1997), em um estudo comparativo realizado
com ratos fémeas F344 e camundongos fémeas B6C3F1, foi observado em ambas as
espécies aumento do peso do figado e proliferagdo de peroxissomas hepaticos,
relacionados as doses. As duas espécies foram alimentadas com dietas contendo O-
4,0 % e 0-2,5 % de DEHA, respectivamente, por periodos de 1, 4 e 13 semanas.

Em um estudo conduzido por Dalgaard e colaboradores (2003) com ratos
Wistar, a administracdo por via oral do DEHA provocou o prolongamento do periodo
de gestacdo na dose de 800 mg kg por dia, e um aumento da incidéncia de morte
pés-natal nas doses de 400 e 800 mg kg? por dia. Houve também uma reducéo
permanente do peso corporal da prole (800 mg kg por dia). Assim, foi estimado um
valor de NOAEL de 200 mg kg™.

Em estudo de toxicidade reprodutiva realizado em camundongos machos Swiss
Webster expostos in utero e durante a lactacéo, foi observada mortalidade peri- e pos-
natal da prole, retardo do desenvolvimento e alteracdes em parametros especificos
do sistema reprodutivo masculino de camundongos, em niveis de dose, em que néo

se observa toxicidade materna evidente (SILVA, 2007).
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1.5 MIGRACAO

A exposicao humana e ambiental aos plastificantes pode ocorrer de diferentes
maneiras. As causas mais relevantes destas exposi¢cdes incluem a contaminacao
durante o processo de fabricacdo do plastificante ou do polimero, lixiviagdo, migracao
e ainda evaporacao dos plastificantes (RAHMAN, BRAZEL, 2004). A alimentacgdo tem
sido reportada como a principal fonte de exposicdo humana aos plastificantes. Isso se
deve a migracao do plastificante, em particular para alimentos gordurosos, tais como
queijo e carne, a partir de filmes de PVC utilizados como embalagens (IARC, 2000).

A Resolugéo RDC n° 91 de 11 de maio de 2001, da ANVISA, define migragao
como sendo a transferéncia de componentes do material em contato com alimentos
para estes produtos, devido a fenébmenos fisico-quimicos. A migracao é dividida entre
global e especifica, sendo a migragéo global a quantidade de componentes transferida
dos materiais em contato com alimentos ou com seus simulantes, nas condi¢des
usuais de emprego, elaboracdo e armazenamento ou nas condi¢cdes equivalentes de
ensaio. A migracao especifica € a quantidade de um componente ndo polimérico
particular de interesse toxicoldgico transferida dos materiais em contato com
alimentos para os alimentos ou seus simulantes, nas condi¢bes equivalentes de
ensaio (BRASIL, 2001). As substancias transferidas para o alimento sdo chamadas
de migrantes (CROSBY, 1981).

O fenbmeno de transferéncia de substancias através do material polimérico
pode ocorrer de acordo com trés modelos de transferéncia de massa (Figura 5), sendo
estes a permeacao, migragédo ou desorcédo e adsor¢cdo (ABRANTES, 1998; GILBERT;
MILTZ; GIANCINI, 1980). Este fenbmeno é controlado pelo mecanismo de difuséo,
sendo esta definida como a transferéncia de massa resultante de movimentos
moleculares naturais e espontaneos que ocorrem sem a ajuda de forgcas externas
(FERNANDES; GARCIA; PADULA, 1987).
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Figura 5. Modelos de transferéncia de massa

Permeacdo (A) A)
W Filme W
Migragdo ou Desorgdo (B) | polimérico (B)
W utilizado para W

Fonte: (GILBERT; MILTZ; GIANCINI,1980)

Dentre os fatores que podem afetar a cinética de difusdo, ou migracéo estéo a
natureza e a espessura do polimero, a natureza e a concentracdo inicial do
plastificante no polimero, o processo de plastificacdo, o meio circundante, além das
condi¢cbes de contato entre o alimento e o polimero (CORSO, 2007; ZYGOURA et al.,
2005). A transferéncia de substancias da embalagem para alimentos depende do
coeficiente de difusdo da substancia no polimero e da razéo entre a concentracao da
substancia na embalagem e no alimento, quando em equilibrio, determinada pelo
coeficiente de particdo de Nerst (VOM BRUCK et al.,, 1979). A difusdo ocorre de
acordo com a concentracdo das moléculas nos meios vizinhos, havendo a migracéo
de areas de alta concentragdo para areas de baixa concentracdo (ABRANTES, 1998).
Segundo Castle, Mercer e Gilbert (1988), outro fator que pode determinar a migracéo
de aditivos do polimero para os alimentos é a espessura do filme polimérico. Filmes
de PVC com espessuras menores contém niveis inferiores de plastificantes,
ocasionando uma reducao na concentracdo de migragcao dos mesmos para alimentos
em contato.

A contaminacao de alimentos por migracdo de mondémeros ou de aditivos é
assunto que compete a Vigilancia Sanitaria (CORSO, 2007). A Resolucdo n® 17 de 17
de marco de 2008, da ANVISA, estabelece limite de migracédo especifica - LME para
o DEHP em 1,5 mg kg* do alimento ou solvente simulante, sendo este um produto
que imita o comportamento de um grupo de alimentos que tem caracteristicas
semelhantes. O limite estabelecido para o DEHA é de 18 mg kg (BRASIL, 2008). O
LME é a quantidade méxima permitida de uma substancia nos alimentos. Este limite
deve assegurar que o material em contato com o alimento n&o representa um risco
para a saude. A conformidade dos materiais e artigos que ainda néo estdo em contato

com os alimentos deve ser avaliada segundo as regras previamente estabelecidas na



35

legislacdo. O LME é estabelecido através da convencao de que uma pessoa com peso
corporal de 60 kg consome diariamente 1 kg de alimentos, embalados em um
recipiente de forma cubica com 6 dm? de area superficial de liberacdo da substancia
(UE, 2011).

Um estudo recente conduzido por Bazilio (2012) aponta para a migracdo do
DEHA, proveniente de embalagens de filme flexivel de PVC recolhidas no comércio
do estado do Rio de Janeiro, acima do limite maximo permitido. O estudo aponta ainda
para a migracdo do DEHP, em diversas amostras avaliadas. As amostras foram
provenientes de diversos estabelecimentos e de marcas e tamanhos variados. O
estudo teve como objetivo principal avaliar a migracao do adipato de di-(2-etil-hexila)
- DEHA, porém foi observada durante os ensaios a presenca do DEHP. Do total de 25
amostras ensaiadas, treze apresentaram resultados satisfatérios para a migracéo
especifica do DEHA, sendo dez resultados abaixo do limite de deteccdo do método
(0,52 mg.kg?). Contudo, com a disponibilidade de um método analitico para
determinacao do DEHP, o quadro se agravaria. Uma vez que foram observados picos
cromatograficos referentes ao DEHP em amostras satisfatorias quanto a quantidade
de DEHA.

Um estudo conduzido por Barros (2010) aponta para a exposicao do
consumidor ao DEHP em quantidades excessivamente elevadas, cerca de 1779
vezes maior que o limite estabelecido. O estudo foi conduzido através da analise de

filmes de PVC utilizados no comércio para a embalagem de alimentos gordurosos.

1.6 ENSAIO DE MIGRACAO

Os testes usualmente efetuados em embalagens para alimentos sao
denominados testes de migracdo, cuja finalidade € avaliar a quantidade de
substancias passiveis de migrar da embalagem para o alimento. O teste de migracao
simula, na medida do possivel, as condicdes a que a embalagem e o alimento seréo
submetidos, em funcdo do tipo de alimento, tempo de contato e da temperatura.
Devido as dificuldades técnicas, e a complexidade quimica da maioria dos alimentos,
0S testes s&o realizados utilizando-se solventes simulantes, ou simulantes
alimentares, que tentam reproduzir o pH, o teor de gordura dos alimentos e sua
eventual graduacéo alcoolica (GERMANO; GERMANO, 2001).
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A Resolugdo n° 51 de 26 de novembro de 2010, da ANVISA, dispde sobre
migracdo em materiais, embalagens e equipamentos plasticos destinados a entrar em
contato com alimentos. A Resolucédo estabelece condi¢cdes para o desenvolvimento
do ensaio de migracdo em solvente simulante, sendo este escolhido com base nas
caracteristicas do alimento relevante ao estudo, e deve estar de acordo com o

disposto na Tabela 1.

Tabela 1. Selecéo de simulantes para cada tipo de alimento.

Tipo de Alimento Simulante
Somente alimentos aquosos ndo acidos A
Somente alimentos aquosos acidos B
Somente alimentos alcodlicos C
Somente alimentos gordurosos DouD
Alimentos aquosos hao acidos e alcodlicos C
Alimentos aquosos 4cidos e alcodlicos BeC
Alimentos aquosos néo acidos contendo gorduras e 6leos AeDouD
Alimentos aquosos 4cidos contendo gorduras e 6leos BeDouD
Alimentos aquosos ndo acidos alcodlicos e gordurosos CeDouD
Alimentos aquosos 4cidos alcodlicos e gordurosos B,CeDouD
Alimentos secos ndo gordurosos N&o é necessario realizar

0 ensaio de migragéo

Alimentos secos gordurosos DouD

Simulante A (simulante de alimentos aquosos ndo acidos, pH > 4,5): agua destilada ou
desionizada;

Simulante B (simulante de alimentos aquosos &cidos, pH < 4,5): solucao de acido acético
a 3% (m/v) em agua destilada ou desionizada;

Simulante C (simulante de alimentos alcodlicos): solu¢éo de etanol a 10 % (v/v) em agua
destilada ou desionizada, concentracdo que se ajustard ao contetdo real de etanol do
produto no caso deste superar os 10% (v/v);

Simulante D (simulante de alimentos gordurosos): solugéo de etanol a 95% (v/v) em agua
destilada ou desionizada, ou isooctano, ou MPPO (6xido de polifenileno modificado),
conforme o caso;

Simulante D° (simulante equivalente ao simulante D): azeites/6leos comestiveis (azeite
de oliva, 6leo de girassol, 6leo de milho) ou misturas sintéticas de triglicerideos.

Fonte: (BRASIL, 2010)

Em ensaios de migracédo, a amostra de material plastico é colocada em contato
com o solvente simulante nas condi¢cbes de tempo e temperatura correspondentes
para que sejam reproduzidas as condi¢des normais ou previsiveis de elaboracao,
fracionamento, armazenamento, comercializacdo e consumo do alimento (UE, 2011).
Para tempos de contato superiores a 24 h em temperaturas maiores que 20°C e

menores que 40°C, quando utilizado etanol 95 % como solvente simulante, o ensaio
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de migracao deve ser realizado a temperatura de 20°C por 48 horas (BRASIL, 2010).
O contato entre a embalagem e o solvente simulante deve obedecer a razdo de 0,5 a
2,0 cm? mL! (BRASIL, 1999).

A determinacdo da concentracdo de migracdo especifica é realizada no
solvente simulante ao término do ensaio de migracao, através de técnica aplicavel a
deteccéo e quantificagdo da substancia de interesse.

Na literatura sdo relatados diferentes meétodos para determinacdo da
concentracdo de migracdo do DEHA em solvente. Petersen e Breindahl (1998)
relatam a determinagdo da concentragdo de DEHA em solvente isooctano por
cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas. Bazilio (2012) descreve a
determinacdo do DEHA em solvente simulante isooctano por cromatografia a gas com
detector por ionizacdo em chama.

Para determinacdo da concentracdo do DEHP, Aignasse e colaboradores
(1995) e Baram e colaboradores (2000) descrevem método de separacgéo, deteccao
e quantificacdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia — CLAE com deteccéo por
ultravioleta - UV. Chang, Lin e Chang (2012) descrevem método por CLAE acoplada
a um espectrometro de massas. Fierens e colaboradores (2012) descrevem um
método por cromatografia a gas acoplada a um espectrometro de massas.

Esteves e colaboradores (2007) e Barros (2010) descrevem um método com
determinacao dos plastificantes DEHA e DEHP por cromatografia a gas com detector

por ionizacdo em chama.

1.7 VALIDACAO DO METODO

Um importante aspecto a ser levado em consideracéo no suporte as acoes de
vigilancia sanitaria é a confiabilidade das medicdes analiticas realizadas pelo
laboratério de saude publica.

E papel do laboratério de ensaio demonstrar que os resultados obtidos em
condicbes particulares de aplicacdo séo de confianca e adequados para o proposito
(SOBOLEVA; AMBRUS, 2004).

O bom desempenho de qualquer técnica analitica depende crucialmente de
dois parametros: a qualidade das medidas instrumentais e a confiabilidade estatistica
dos calculos envolvidos no seu processamento. Uma forma de assegurar a

aplicabilidade e o alcance de um método durante as operacdes de rotina de um
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laboratorio € através do estabelecimento dos limites destes parametros por meio da
estimativa das figuras de mérito, numa etapa conhecida como validagédo (RIBEIRO et
al., 2008).

A validacdo de métodos analiticos € assim um importante requisito para dar
suporte as atividades de metrologia em analises quimicas e de garantia da qualidade
dos produtos nas industrias (ESTEVES et al., 2007), sendo um componente essencial
das medicdes que um laboratorio deve implementar para garantir que 0 mesmo
produza dados analiticos confiaveis (THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002).

A norma ABNT NBR ISO/IEC 17025:2005 estabelece requisitos gerais para a
competéncia de laboratorios de ensaio e calibragdo, sendo esta a base para a
acreditacdo de tais laboratérios. Segundo a norma, na utilizacdo de métodos
desenvolvidos pelo laboratorio, este deve assegurar que as caracteristicas de
desempenho do método atendem aos requisitos para as operagfes analiticas
pretendidas (ABNT, 2005).

O Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia — INMETRO
estabelece que para um método de analise de elementos tracos, todos os parametros
de validacdo devem ser verificados. S&o considerados tragos 0s elementos em
concentracdo abaixo de 0,01 % (100 mg kgt). Os parametros a serem verificados séo:
linearidade e faixa de trabalho, precisao (repetibilidade e precisao intermediaria),
efeito de matriz, robustez e limites de quantificacdo e deteccdo (INMETRO, 2011).

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

1.7.1 Faixa de trabalho

De acordo com o trabalho a ser desenvolvido, uma faixa de concentracao do
analito, no qual o método pode ser aplicado, deve ser definida, sendo denominada
faixa de trabalho (CARDOSO, 2008). A faixa de trabalho de um método analitico € o
intervalo compreendido entre os niveis de concentracdo superior e inferior, incluindo

estes niveis, que demonstram precisdo, exatidao e linearidade adequada (HUBER,
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1998). A faixa de trabalho € uma parte importante da validacdo do método analitico
(BRATINOVA; RAFFAEL; SIMONEAU, 2009).

Para definicdo da faixa de trabalho a ser utilizada é necessaria a observacao
do limite de restricdo do analito, presente na legislacdo. Esta concentracdo deve
encontrar-se no meio da faixa de trabalho, onde a curva analitica apresenta a menor
incerteza para a determinacdo da concentracdo. Os niveis de concentra¢do da curva
analitica devem ser igualmente espacados e preparados com trés repeticdes
genuinas, ou seja, cada repeticdo € preparada independentemente, a partir de
solugdes estoque diferentes (THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002).

1.7.2 Curva analitica e linearidade

A construcdo de curvas analiticas € uma pratica comum em laboratorio, sendo
este passo de extrema importancia para a obtencéo de resultados precisos e com boa
exatiddo (BAZILIO et al., 2012b). Levando-se em consideracdo que a maioria dos
meétodos analiticos utilizam relacdes lineares para quantificacdo analitica, o exame de
uma funcgéo de calibracéo para a linearidade é uma figura de desempenho importante
na validacdo de um método analitico (SOUZA; JUNQUEIRA, 2005).

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

A linearidade pode ser testada através do exame de um grafico de residuos
produzidos por regresséao linear das respostas nas concentra¢cdes em uma curva de
calibragdo. Qualquer padréo de curva sugere falta de ajuste (lack-of-fit) devido a uma
funcao de calibracdo nao linear. Um teste de significancia pode ser realizado por meio
da comparagdo da variancia da falta de ajuste com aquela devido ao erro puro
(THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002).

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

Valores extremos sao valores ou dados que estatisticamente néo fazem parte

do conjunto de dados estudado, podendo levar a erros na estimativa dos parametros
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da regressdo (BELSLEY; KUH; WELSCH, 1980). Sendo assim é importante a
avaliacdo da presenca destes e uma possivel exclusao.

1.7.3 Seletividade

Segundo Vessman e colaboradores (2001) e Bratinova, Raffael e Simoneau
(2009), a seletividade de um método analitico € a sua capacidade de quantificar o
analito de interesse na presenca de outros analitos, matrizes e outros potenciais
interferentes. Em um estudo de validagdo de um método cromatografico, a
seletividade é avaliada através da analise de amostras brancas, seguindo-se todo o
procedimento analitico definido. A determinacdo do analito deve ser garantida na
solucéo final do ensaio, mesmo na presenca de possiveis interferentes na matriz da
amostra. Para Thompsom, Ellison e Wood (2002), a seletividade do método pode ser
observada através da relagdo entre as inclinacdes das duas curvas analiticas,
preparadas no solvente e na presenca de matriz. Assim, a avaliacdo da seletividade
do método é completada com os resultados observados em um ensaio denominado
de efeito de matriz, onde é possivel observar a interferéncia de outros analitos,
presentes na matriz da amostra, sobre a quantificacdo do analito de interesse. A
espectrometria de massas em conjunto com a separacao cromatografica é também
uma importante ferramenta para a identificacdo de analitos presentes na amostra. A
identificacdo pode ser assegurada pela avaliagdo simultanea do tempo de retencao
do analito, razdes massa/carga dos ions (m/z) e informacdes sobre a abundancia dos
ions de fragmentacédo (SANCO, 2014).

1.7.4 Efeito de matriz

A matriz da amostra pode conter componentes que interferem no desempenho
da medicdo, podendo haver acréscimo ou reducéo do sinal. A magnitude do efeito
também pode depender da concentracdo. Se o efeito de matriz for significativo, a
linearidade, a tendéncia e a precisdo estardo seriamente comprometidas (INMETRO,
2011).

O processo de preparacao dos padrbes de calibracdo pode ser simplificado se
eles puderem ser preparados como solucdes simples do analito. Porém é necessario

gue seja avaliada uma possivel incompatibilidade da matriz analisada antes da
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utilizacdo desta estratégia simplificada de preparo dos padrdes (THOMPSON;
ELLISON; WOOD, 2002).

1.7.5 Repetibilidade

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

A repetibilidade € normalmente determinada para circunstancias especificas
gue na pratica podem ser muito variadas (EURACHEM, 1998). Pode ser expressa
guantitativamente em termos da caracteristica da dispersao dos resultados, podendo
ser determinada por meio da analise de padrdes, materiais de referéncia ou adi¢cdo do
analito a um branco da amostra (INMETRO, 2011).

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

do método.

1.7.6 Precisdo intermediaria

A preciséo intermediaria refere-se a precisao avaliada sobre a mesma amostra,
amostras idénticas ou padrdes, utilizando o mesmo método, no mesmo laboratorio,
mas definindo uma ou mais condi¢cdes a variar. Dentre estas condi¢cbes estao

diferentes analistas, diferentes equipamentos e diferentes tempos (INMETRO, 2011).

1.7.7 Robustez

Em qualquer método existem certas etapas criticas que, se nao realizadas com
cuidado suficiente, podem ocasionar desvios no resultado final. O desempenho do

método pode ser afetado e o resultado final pode ndo ser satisfatério (EURACHEM,
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1998). A robustez de um método analitico é a resisténcia a alteragédo nos resultados
produzidos por um processo analitico quando pequenos desvios sdo realizados a
partir das condi¢cbes experimentais descritas no processo (THOMPSON; ELLISON;
WOOD, 2002). Sendo assim, testes de robustez examinam o efeito destes desvios,
realizados nas etapas criticas do procedimento analitico, no resultado final obtido. Se
a influéncia do desvio em um parametro do método esta dentro de uma tolerancia
especificada anteriormente, o parametro € considerado dentro do alcance da robustez
do método (HUBER, 1998). Se as medicdes sdo sensiveis a variacdes nas condi¢cdes
analiticas, estas condi¢6es devem ser adequadamente controladas ou uma indicagao

de precaucao deve ser incluida no procedimento analitico (ICH, 2005).

1.7.8 Limites de deteccao e quantificacéo

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

Em termos gerais, o limite de deteccdo (LOD) é a menor quantidade ou
concentracédo do analito na amostra, que pode ser seguramente distinguida de zero
(THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002). O limite de quantificacdo (LOQ) representa
o menor nivel de concentracdo do analito que o método € capaz de determinar com
um nivel de incerteza adequado (BRATINOVA; RAFFAEL; SIMONEAU, 2009).

1.8 ESTIMATIVA DA INCERTEZA DE MEDICAO

Com o objetivo de adequar o ensaio as normas de qualidade de forma a garantir
a confiabilidade dos resultados analiticos e obter o reconhecimento da competéncia
do laboratdrio, um importante passo a ser dado é a acreditacdo do ensaio, segundo
os requisitos da norma ABNT NBR ISO/IEC 17025:2005. Um dos requisitos técnicos
abordados trata de métodos de ensaio e calibragdo, sendo estabelecido que
laboratoérios de ensaio devem aplicar procedimentos para a estimativa das incertezas
de medicdo (ABTN, 2005).

Diante deste cenario, a estimativa da incerteza de medicdo em ensaios

guimicos torna-se de grande importancia para a competéncia dos laboratérios de
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ensaios e ainda requisito para a confiabilidade do resultado analitico. De uma forma
geral, o resultado de uma medi¢do € somente uma aproximacao ou estimativa de uma
qguantidade especifica para um mensurando, assim, o resultado somente é completo
guando acompanhado por uma declaracao quantitativa de sua incerteza (BAZILIO et
al., 20123, DE LA CRUZ et al., 2010; NIST, 1994). O Vocabulario Internacional de
Metrologia — VIM define incerteza como um parametro ndo negativo que caracteriza a
dispersdo dos valores atribuidos a um mensurando, com base nas informacdes
utilizadas (INMETRO, 2012).

A tradicional abordagem para estimativa da incerteza de medicao é baseada
na identificagdo, quantificacdo, e combinacao de todas as contribui¢cées individuais
para a incerteza final. Nesta abordagem, chamada de “bottom-up”, a incerteza
combinada final € derivada das incertezas dos componentes individuais, sendo
adotada pela Organizacéo Internacional de Normalizacéo - 1ISO (TOMIC; NASIPAK;
BABIC, 2012).

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

e a incerteza padrao combinada final.

1.9 JUSTIFICATIVA

A utilizacao de filmes flexiveis de PVC no acondicionamento de alimentos pode
ocasionar problemas relacionados a contaminacdo destes por substancias presentes
no material polimérico. O DEHP e o DEHA estdo entre os principais plastificantes
utilizados como aditivos no processo de fabricacdo do filme, sendo capazes de migrar
do material polimérico para o alimento gorduroso em contato. O DEHP tem sido
relacionado a danos causados no sistema reprodutivo e efeitos no desenvolvimento
de cancer em roedores, sendo classificado pela IARC como um possivel agente
carcinogénico ao homem - Grupo 2B e provavel carcinégeno humano — Grupo B2 pela

U.S.EPA. A IARC classifica 0 DEHA no Grupo 3, ndo sendo classificavel quanto a sua
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carcinogenicidade para os seres humanos. Contudo, o DEHA tem sido tratado com
cautela por diversos autores, sendo classificado pela U.S.EPA como um possivel
agente carcinogénico ao homem - Grupo C. A legislacao brasileira estabelece limite
para a migracdo especifica destes plastificantes, sendo necessario que esteja
disponivel método analitico validado para o monitoramento da migracdo especifica
dos plastificantes. Sendo assim, o0 método a ser desenvolvido e validado sera uma
importante ferramenta de suporte para a fiscalizacao junto a vigilancia sanitaria, sendo
possivel, através da determinacdo da migracdo especifica dos plastificantes
proveniente de filmes de PVC, direcionar ac¢des regulatérias e promover uma maior

seguranca sanitaria relacionada dos produtos disponiveis a populacao.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

* Avaliar a migracao especifica dos plastificantes ftalato de di-(2-etil-hexila)
— DEHP e adipato de di-(2-etil-hexila) — DEHA, presentes em filmes
flexiveis de PVC utlizados para o acondicionamento de alimentos

gordurosos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Otimizar e validar intralaboratorialmente um método analitico para o ensaio
de migracéo especifica dos plastificantes DEHP e DEHA, do filme flexivel
de PVC para alimentos gordurosos;

* Elaborar um procedimento operacional padrdo — POP para o método
analitico;

* Estabelecer um método para estimativa da incerteza de medicdo do
método analitico;

* Avaliar a migracéo especifica dos plastificantes DEHP e DEHA, através da

analise de amostras de filme flexivel de PVC.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

3.1.1 Vidrarias

Foram utilizados para o ensaio de migracdo e validacdo do meétodo os
seguintes materiais de laboratério: bureta de vidro de 5 mL, calibrada; erlenmeyers de
vidro de 250 mL com tampa esmerilhada de vidro; baldes volumétricos de vidro de 50
e 100 mL calibrados; pipetas volumétricas de vidro de 20 e 25 mL calibradas; moldes

de 0,5 e 1 dm? calibrados.

3.1.2 Gases, padrbes e reagentes

Para o preparo das solucdes estoque, foram utilizados os padrées de DEHP do
fabricante ChemService (West Chester, Estados Unidos) com pureza igual a (99,5 +
0,5) %, de DEHA do fabricante ChemService (West Chester, Estados Unidos) com
purezaigual a (98,1 +0,5) %, de ftalato de di-butila — DBP do fabricante Sigma Aldrich
(St. Louis, Estados Unidos) com pureza igual a 99 % e de ftalato de di-n-octila — DNOP
do fabricante Sigma Aldrich (St. Louis, Estados Unidos) com pureza igual a 99,2 %.
Foi utilizado como solvente simulante o etanol 95 %, preparado a partir do etanol
LiChrosolv do fabricante Merck (Darmstad, Alemanha) com pureza minima igual a
99,9 %. O solvente foi utilizado também para preparo das solucdes estoque,
intermediaria e de trabalho, e diluicho das amostras. Foram utilizados para a
cromatografia a gas os gases especiais (puros) hélio grau 5.0 (analitico) com pureza
minima de 99,999 %, Ar sintético grau 4.7 com pureza minima de 99,997 % e
Hidrogénio grau 5.0 (analitico) com pureza minima de 99,999 %, todos do fabricante

Praxair - White Martins (Danbury, Estados Unidos).
3.1.3 Equipamentos
Foram utilizados para o ensaio de migracdo e validacdo do método os

seguintes equipamentos: balanca analitica do fabricante Sartorius (Goettingen,

Alemanha) calibrada, com precisdo de 5 casas decimais, modelo R200D; estufa do
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fabricante FANEM (Guarulhos, Brasil) modelo 347-CD/2 e faixa de trabalho de -10 a
60°C; termbmetro digital do fabricante VWR (Radnor, Estados Unidos) com
capacidade de leitura de -35 a 65°C, calibrado; cromatografo a gas (CG) do fabricante
Shimadzu (Quioto, Jap&o), modelo GC-2010, com injetor automéatico modelo AOC-
20i+s e detector por ionizacdo em chama (DIC); coluna de silica fundida recoberta
internamente com fase estacionaria constituida de 5% fenilmetilsilicone (DB-5) da
J&W Scientific (Folsom, Estados Unidos) com dimensdes de 30 m de comprimento x
0,25 mm de diametro interno x 0,25 um de espessura de filme interno.

Para identificagdo das substancias no ensaio de seletividade foi utilizado o
cromatografo a gas do fabricante Agilent (Santa Clara, Estados Unidos), modelo
6890N, com injetor automatico modelo 7683N e acoplado a um detector seletivo de
massas modelo 5973N. Foi utilizada uma coluna de silica fundida recoberta
internamente com fase estacionaria constituida de 5% fenilmetilsilicone para
espectrometria de massas (DB5-MS) da Agilent (Santa Clara, Estados Unidos) com
dimensdes de 60 m de comprimento x 0,25 mm de diametro interno x 0,25 ym de
espessura de filme interno. Foi utilizada a biblioteca de espectros de massas Wiley
(Hoboken, Estados Unidos), revisdo D.03.00 de Novembro de 2001.

3.1.4 Amostras

Através do Programa de Monitoramento de Aditivos e Contaminantes —
PROMAC, realizado em parceria com a vigilancia sanitaria do estado do Rio de
Janeiro, foram recolhidas amostras de filme flexivel de PVC para determinacéo da
migracao especifica dos plastificantes DEHA e DEHP. Foram recolhidas e analisadas
trinta e sete amostras de vinte diferentes marcas disponiveis no mercado,
provenientes de diversos supermercados do estado, entre abril de 2012 e setembro
de 2013. As amostras foram recebidas no Instituto Nacional de Controle de Qualidade
em Saude — INCQS, da Fundacdo Oswaldo Cruz — FIOCRUZ, por meio do nucleo

técnico de alimentos, e ensaiadas no setor de contaminantes organicos.
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3.2 METODOS

3.2.1 Ensaio de migracao

Para o ensaio de migracdo foram cortadas, com o auxilio de um molde
calibrado, trés se¢ées com 1 dm? de area do filme de PVC. Cada secéo foi colocada
em contato com 100 mL de solvente simulante (etanol 95 %) em um erlenmeyer de
vidro de 250 mL com tampa, e acondicionado em estufa a 20 °C durante 48 horas. A

Figura 6 apresenta a sequéncia do ensaio de migracao.

Figura 6. Sequéncia do ensaio de migracdo

(1) Recorte de 1 dm? do filme flexivel de PVC; (2) Transferéncia da sec¢éo recortada para um
erlenmeyer de vidro de 250 mL; (3-4) Adicdo de 100 mL de etanol 95 % (solvente simulante); (5)
Acondicionamento em estufa por 48 horas a temperatura de 20 °C; (6) Analise da solucdo de
migracao por cromatografia a gas com deteccédo por ionizacdo em chama.

Apos a etapa de migracédo, foram injetadas aliquotas de 2 uL de cada solucdo
obtidas pelo ensaio de migracao, em um cromatografo a gas acoplado a um detector
por ionizacdo em chama - CG-DIC. A injecao foi realizada em modo “splitless” (sem
divisao de fluxo), com um tempo de amostragem de 1 minuto e vazao de purga de 4,0
mL mint. As temperaturas do injetor e do detector foram de 250 e 320 °C
respectivamente. A rampa de temperatura da coluna foi de 150 °C, mantida por 10

minutos, até 300 °C (20 minutos), com acréscimo de 6 °C min' e vazdo do gas de
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arraste hélio de 1,86 mL min1, com fluxo constante. Quando necessario, as amostras
foram diluidas para que suas concentracdes estivessem dentro da faixa de trabalho.
O resultado final da migracéo especifica foi reportado através da média das
areas dos picos cromatograficos, referentes a cada plastificante, das trés solucdes de
migracdo da amostra ensaiada, quantificado por meio de uma curva analitica do

analito.

3.2.2 Ensaio preliminar das amostras de filme flexivel de PVC

Foi realizado um ensaio de migracdo preliminar de trinta e sete amostras de
filme flexivel de PVC para avaliacdo das substancias presentes na matriz. Ao fim do
ensaio de migracdo, foram analisadas aliqguotas das solucbes de migracao
provenientes de cada amostra, por CG-DIC, como descrito no item 3.2.1. Foi
analisada também uma aliguota de uma mistura padréao, contendo os plastificantes
DBP, DNOP, DEHA e DEHP com concentracdes nominais de 8, 10, 15 e 3,5 mgkg,
respectivamente. Os tempos de retencdo referentes aos picos cromatograficos
apresentados para cada solucdo de migracdo foram comparados aos tempos de
retencdo encontrados para os plastificantes presentes na mistura padréo.

3.2.3 Validacao do método

O método foi validado para os plastificantes DEHA e DEHP, principais
plastificantes encontrados durante o ensaio preliminar das amostras de filme flexivel
de PVC. A validacdo do método foi realizada conforme descrito no procedimento
operacional padréo - POP n°® 65.3120.126 (INCQS/FIOCRUZ, 2012). O procedimento
segue recomendac¢fes do documento DOQ-CGCRE-008 (INMETRO, 2011), e dos
trabalhos publicados por Thompson, Ellison e Wood (2002), Horwitz e Albert (2006) e
Souza (2007). Foram verificados os parametros linearidade e faixa de trabalho,
seletividade, efeito de matriz, repetibilidade, precisdo intermediaria, robustez e limites

de detecgéo e quantificagao.
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3.2.3.1 Desenho experimental da curva analitica

A faixa de trabalho foi definida sendo observado os limites de restricdo de 1,5
mg kg* de solvente simulante para o DEHP e 18 mg kg* para o DEHA. Para o preparo
da curva analitica foram preparadas 3 solucdes estoque de cada plastificante
medindo-se em balanca analitica calibrada, 3 fracdes de cada padréo. Cada fracao foi
transferida quantitativamente, uma por vez, para um baldo volumétrico calibrado, e
este foi avolumado a marca com etanol 95 %. Um mesmo baldo foi utilizado para o
preparo das trés solugbes do mesmo padréo, sendo lavado e secado entre cada
procedimento. A Figura 7 apresenta o fluxograma de preparo das solucdes estoque.

Figura 7. Fluxograma de preparo das solucdes estoque.

| Padrédo DEHP | | Padréo DEHA |
Fracdo 1 | | Fracdo 2 | | Frag&o 3 Fracdo 1 || Fragdo 2 | | Fracédo 3
50 mg 50 mg 50 mg 100 mg 100 mg 100 mg
Baldo Vol.| (Baldo Vol.| |Baldo Vol. Baldo Vol. | |Bal&o Vol.| |Baléo Vol.
100 mL 100 mL 100 mL 50 mL 50 mL 50 mL
Solucéo Solugéo 5 Solugéo : Solugédo i Solucéo Solugéo
i Estoque i Estoque . Estoque i Estoque | Estoque i Estoque :
E S1peHP o S2 perp P S3perp ; E S1pEHA b Sz pEHA P S3DEHA '

______________________________________________________________________________

Na Tabela 2 estdo descritos os dados do preparo das solugdes estoque. As
concentragbes das solugbes estoque foram determinadas através das massas
medidas na balanca analitica e dos volumes dos baldes volumétricos reais, presentes

em seus respectivos certificados de calibracéo.

Tabela 2. Preparo das solu¢cdes estoque em etanol 95 %

Plastificante  ©°'U¢40 Massa de Volume do  Concentragao
Estoque Padrédo (mg) Baldo (mL)  Final (mg L?)
SibEHP 51,4 100,31 509,8
DEHP Sz penp 51,5 100,31 510,8
S3bEHP 51,2 100,31 507,9
S1DEHA 109,5 50,0252 2147,3
DEHA S2 pEHA 109,9 50,0252 2155,2

S3DEHA 110,2 50,0252 2161,0
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Foram preparadas trés solugdes intermediarias contendo os dois plastificantes,
medindo-se com o auxilio de uma pipeta volumétrica calibrada, uma aliquota de
volume nominal igual a 25 mL de cada plastificante, transferindo-as para um balédo de
100 mL calibrado. Foi utilizada a mesma pipeta volumétrica para medi¢cdo das trés
aliguotas do mesmo analito. O volume final da solucgéo foi ajustado & marca com etanol
95 %. O mesmo baléo foi utilizado para o preparo das trés solugdes intermedidrias. A

Figura 8 apresenta o fluxograma de preparo das solu¢des intermediarias.

Figura 8. Fluxograma de preparo das solucdes intermediérias.

................................................................................

Solucéo Solucéo Solucéo Solucéo Solucéo Solucéo
Sl DEHP Sl DEHA SZ DEHP SZ DEHA 53 DEHP S3 DEHA
Aliquota | | Aliquota Aliquota | | Aliquota Aliquota | | Aliquota
25 mL 25mL 25 mL 25 mL 25 mL 25mL
Baldo Volumétrico Baldo Volumétrico Baldo Volumétrico
100 mL 100 mL 100 mL
Solucéo Solucéo Solucéo

intermediaria I,

intermediaria I,

intermediaria I3

Foram determinadas as concentracdes finais dos plastificantes na solucao
intermediaria através das concentracdes das solucdes estoque e dos volumes reais,
presentes em seus respectivos certificados de calibracéo, das pipetas volumétricas e
dos balBes volumétricos. A Tabela 3 apresenta os dados do preparo das solucdes

intermediérias.

Tabela 3. Preparo das solugdes intermediarias

Solucao o Solucao . Volume do Concentracao
Intermediéria Plastificante Estoque Aliquota (mL) Baldo (mL) Final (mg L™)
DEHP S 25,059 127,7
Iy o 100,08
DEHA S1pEHA 25,024 536,9
DEHP S 25,059 127,9
I, S 100,08
DEHA S2 peEHA 25,024 538,9
DEHP S 25,059 127,2
B 3 PEP 100,08
DEHA S3DEHA 25,024 540,3
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Dezoito solugdes de trabalho foram preparadas medindo-se volumes
apropriados das solucdes intermediarias preparadas. A Figura 9 apresenta o fluxo de

preparo das solucdes de trabalho.

Figura 9. Fluxo de preparo das solu¢@es de trabalho.

Solugéo Intermediéria l1 Solucéo Intermediaria |2 Solucéo Intermediéria I3
P11 {02 mL P12 [#02mL
omj— oame— ool
P31 1,4 mL je——— P32 1,4 mL [e——— P33 <—
T — T — T —

(oo | Foalefom)e——— | [Folezom]———

Os volumes das aliquotas foram medidos com o auxilio de uma bureta de vidro

calibrada com capacidade de 5 mL e os volumes finais das solu¢des foram ajustados
em bal6es volumétricos de 50 mL calibrados. Foram determinadas as concentracdes
finais das solucdes de trabalho, em mg kg%, através das concentracées das solucées
intermediarias e dos volumes reais, presentes em seus respectivos certificados de
calibracdo, da bureta e dos baldes volumétricos. As concentracdes das solucdes
padrdo em mg kg* foram determinadas através da densidade do solvente simulante
(etanol 95%) de 0,8101 g mL"1 (20 °C). A Tabela 4 apresenta os dados do preparo das

solucdes de trabalho.
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Tabela 4. Preparo das solucdes de trabalho

Concentracéo da

Solugdo VO Volume Final g0 e Trabao g Ko ae soente
e Aliquota da Solucédo [ (mg LY
Trabalho ((ran) (mL) X
DEHP DEHA DEHP DEHA
P11 0,20 50,0034 1 0,511 2,148 0,631 2 652
P12 0,20 50,0034 2 0,512 2,155 0,632 2 660
Pis 0,20 50,0034 3 0,509 2,161 0,628 2 668
P21 0,79 49,98 4 2,018 8,487 2,491 10,476
P22 0,79 49,98 5 2,022 8,518 2,496 10,515
P23 0,79 49,98 6 2,010 8,541 2,481 10,543
P31 1,39 50,01 7 3,548 14,923 4,380 18,421
P3. 1,39 50,01 8 3,555 14,978 4,388 18,489
Pas 1,39 50,01 9 3,534 15,019 4,362 18,540
Pa1 1,99 49,95 10 5,086 21,391 6,278 26.405
Pa2 1,99 49,95 11 5,096 21,469 6,291 26,502
Pas 1,99 49,95 12 5,066 21,527 6,254 26,573
Psa 2,59 50,0917 13 6,601 27,761 8,148 34,269
Ps2 2,59 50,0917 14 6,614 27,863 8,164 34.395
Ps3 2,59 50,0917 15 6,575 27,939 8,116 34,488
Pe.1 3,18 49,99 16 8,121 34,154 10,025 42160
Ps.2 3,18 49,99 17 8,137 34,279 10,044 42,315
Pes 3,18 49,99 18 8,089 34,373 9,985 42.431

ApoOs o preparo das 18 solugbes de trabalho, foi analisada uma aliquota de 2
uL de cada solucdo no CG-DIC, nas condi¢cdes cromatograficas definidas no item
3.2.1.

3.2.3.2 Avaliacédo da linearidade da curva analitica

Com os dados obtidos na confeccédo da curva analitica, para cada analito, 0os
parametros de regressao foram estimados com o auxilio da planilha intitulada
“Planilha para Avaliagdo de Premissas” elaborada por Bazilio e colaboradores
(2012b). Foi avaliada a presenca de valores extremos (outliers), a normalidade,
homoscedasticidade e a independéncia dos residuos da regressdo, e 0 ajuste ao
modelo linear. Foram determinados ainda os limites de deteccdo (LOD) e

quantificacdo (LOQ).
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3.2.3.2.1 Estimativa dos parametros de regressao

Os parametros de regressao foram estimados através das Equacodes 1 e 2.

S, ~
b= Sy , Equacéo 1
a=y-bx Equacgéao 2
sendo,

S, =206 R = V),

Su =206 =%

onde, N é o nimero total de pontos da curva analitica.

O residuo ei referente a cada valor xi, foi calculado através da Equagéao 3.

e=y -9, Equacéao 3

sendo,
y. = variavel dependente estimada pela equacéo de regressao.

O coeficiente de determinacdo do ajuste R* foi calculado, sendo definido pela
Equacéao 4.

(y-v)°
= Equacéo 4

3.2.3.2.2 Tratamento de valores extremos

Os valores extremos foram avaliados pelo método dos residuos padronizados

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

ponto da curva de calibragdo, conforme descrito pela Equacéo 5.
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ilz : Equacédo 5
n—-p-r,

onde,

N = numero total de dados,

p = nimero de parametros do modelo,

r_Iel

Q

Ss = Sesy1—h (erro padrao do residuo),

(residuo padronizado),

h __+(>g i (ponto de alavanca),

X

> -9

(desvio padrao residual).

Valores maiores que o valor t,.,,,, critco sdo considerados valores

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

a replicata com maior valor absoluto de J; € excluida e em seguida s&o excluidas as

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

0s parametros de regressdo sao novamente estimados.

3.2.3.2.3 Teste de normalidade

O método dos minimos quadrados ordinarios - MMQO pressupde que 0s
residuos da regressao seguem a distribuicdo normal, ndo havendo desvios de
normalidade. A normalidade dos residuos da regressao foi verificada pelo teste Ryan-
Joiner (RYAN; JOINER, 1976). A hip6tese nula de que os residuos da regressao
seguem a distribuicdo normal foi testada contra a hipotese alternativa de que os
residuos ndo seguem a distribuicdo normal. A hipotese nula é rejeitada quando o
coeficiente de correlacdo de Ryan-Joiner Rcalculado for menor que o coeficiente de
correlacao critico estabelecido (SOUZA, 2007).
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Os residuos foram primeiramente ordenados em ordem crescente. Em seguida,
foi construido um grafico dos valores dos residuos ordenados € versus os valores
dos percentis estimados para uma distribuicdo normal reduzida ¢ (quantis normais).

Os quantis normais foram obtidos pela Equacéao 6.

q = W{%},i =1..,n, Equacéo 6

onde,
g, = valor normal esperado,
¢ = inverso de uma funcéo de distribuicdo normal padr&o.
O coeficiente de correlacao R, entre & e g foi calculado pela Equagéo 7

S, .
Ry=——— Equacéo 7

V See X Sqq ’

onde,

i=1 i=1 n
pIC
é: i=1
n ,
ZQi
~ _ =1
q= —

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

nivel de significancia a de 0,05, como descrito na Equacéao 8.
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01288 0,6118+ 13505

Rcrit(n) =1,0063-

Equacéo 8

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

abaixo indicam, a ndo normalidade dos residuos da regresséao.
3.2.3.2.4 Teste de homoscedasticidade

A homoscedasticidade dos residuos da regressao foi verificada através do teste
de Levene (LEVENE, 1960), modificado por Brown & Forsythe (BROWN; FORSYTHE,
1974). Foi testada a hipotese nula Ho de que as variancias dos residuos nao diferem
entre si (homoscedasticas) contra a hipotese alternativa H1 de que as variancias dos

residuos séo diferentes (heteroscedasticas). A hipotese nula é rejeitada quando a

estatistica calculada t, for maior que o valor critico ty ;.-

Os residuos foram divididos igualmente em dois grupos, porém sem haver
separacédo de repeticbes de um mesmo nivel em grupos diferentes. Um deve conter

0s niveis de menor concentracdo e outro os niveis restantes. Foram calculadas as

medianas dos residuos de cada grupo (ﬁ e @), o valor absoluto das diferencas entre
os residuos e as medianas dos respectivos grupos (d,; =[§ -¢,| e d,; =[§,~¢,|), a
média das diferencas d, e a soma dos quadrados dos desvios SQD) dos valores dy

de cada k grupo. A estatistica t, foi obtida pela Equacao 9.

d, —d.
t, :M, Equacéo 9
1 1),
B
n n
onde,
DL
d, = = (desvio médio de cada k grupo),
nk

dy = ‘@ - eKj‘ (mddulo do desvio da mediana de cada k grupo),

N, = numero de dados em cada k grupo,
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€ = mediana de cada k grupo,

>3 (@, -4

k=1 j=1

Sp n
(n,+n,-2)

(variancia combinada).

Ha indicacdo de homoscedasticidade caso a estatistica t, ndo exceda o valor

Critico ty ypnin—o (LEVENE, 1960; BROWN; FORSYTHE, 1974).

3.2.3.2.5 Teste de independéncia (autocorrelacdo dos residuos)

A autocorrelacéo ou independéncia dos residuos foi verificada através do teste

de Durbin-Watson (DURBIN; WATSON, 1951). A hipotese nula H, de que nédo ha

autocorrelacao dos residuos, sendo os residuos independentes, foi confrontada com

a hipotese alternativa H, de que ha autocorrelacdo dos residuos. A estatistica deste

teste é a estatistica d, definida pela Equacao 10.

2 (e-e)"

d=2___ Equacéo 10

Foram calculados dois limites criticos d, (limite inferior) e d, (limite superior).
Valores da estatistica d entre os dois limites indicam resultado inconclusivo para o
teste. Valores de d menores que d, , indicam autocorrelacéo e rejeicédo da hipotese

nula com um nivel de significancia de 2a . Valores de d maiores que d, indicam

independéncia dos residuos e néo rejei¢do da hipdtese nula. Os limites d, e d, para

um nivel de significancia a igual a 0,05 séo dados pelas Equacfes 11 e 12.

28607 3,4148+ 16,6400

Jn n n> '

3,0547+ l3862+ 163662
Jn n n?

d, =19693- Equacédo 11

d, =19832- Equacéo 12
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3.2.3.2.6 Teste de significancia da regressao e do desvio da linearidade

O teste de significancia da regressao e do desvio da linearidade foi realizado
através da analise de variancia apresentada na Tabela 5, avaliada através da

estimativa dos parametros pelo método dos minimos quadrados ordinarios - MMQO.

Tabela 5. Andlise de variancia para significancia da regresséo e do desvio da linearidade.

FV GL SQ QM = p —valor
n 2 . . -~
~ D) S Distrbuigélo de
Regressao 1 = oL 2 g probabilidade F
;(x -X)* Reer DISTHFgeg ; Glgegy: s Glresiaud
n S 5
Residuos n-2 2= 7@%95 = Ses
i=1 Res
Desvio d S oM Distribuicdo de
'eswo' a U-2 3 (50~ 9.)° Qesvio Desvio probabilidade F
Llnearldade i=1 GLDesvio QMErroPuro . .
D l STF( FDesvio’ G LDesvior’ G LErroPuro)
Entre Niveis u-1 Zl n (¥ - ¥)*
St S Puro
Erro Puro n-u PNCIEIAL G%i
k=1 j=1 ErroPuro
S _ )2 SQolaI
Total n-1 200-) Gl

FV, fonte de variacdo; GL, graus de liberdade; SQ soma dos quadrados; QM , média dos

quadrados; F, estatistica da analise de variancia; p — valor , probabilidade da estatistica calculada;
N, nimero de pontos da curva analitica; U, nimero de niveis de concentra¢édo; N, nimero de

pontos em cada nivel de concentracdo; Y,, resposta medida; X, concentracdo do analito; S\/, )
variavel dependente estimada pela equacdo de regressédo; Y, média das respostas medidas; X,

média das concentracdes; Yi» j-ésima resposta medida do k-ésimo nivel de concentragéo; Y, , média

das respostas medidas do k-ésimo nivel de concentracao, Yi - variavel dependente estimada pela
equacao de regressao para o k-ésimo nivel de concentragao.

Foi testada a hipétese nula H, de que a regressao linear ndo € significativa,
contra a hipotese alternativa H, de que a regresséo linear é significativa. A hipotese
nula é rejeitada quando a probabilidade da estatistica calculada ( p — valor) observada

para a regressao for menor que a significancia a . Assim, a regressao € considerada

significativa quando o p-valor estimado for menor que 0,001 para um nivel de
confianca de 99,9%. Para avaliacdo do desvio da linearidade, € testada a hipotese
nula H, de que ndo h& desvio da linearidade, contra a hipdtese alternativa H, de que

os dados ndo se ajustam ao modelo linear. A hipotese nula é rejeitada quando a
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probabilidade da estatistica calculada ( p—valor) observada para a regressao for

menor que a significdncia a . Com isso, o desvio da linearidade é considerado nao

significativo quando o p-valor estimado for maior que 0,05 para um nivel de

confianca de 95% (DRAPER; SMITH, 1998).

3.2.3.2.7 Limites de deteccédo e quantificacao

Através da curva analitica final, ap0s sua avaliacdo e exclusdo de possiveis
valores extremos, foram determinados os limites de deteccdo - LOD (Equacéo 13) e

de quantificagdo - LOQ (Equagédo 14). O meétodo utilizado baseia-se na curva

preparada e no seu intervalo de confian¢a (MILLER; MILLER, 1993; HUBER, 2003).

-a
LOD:%, Equacio 13
onde,
= 1, (¥

Youp = @+t o502 X Sxy 1"‘; .

D (% -%)°

i=1

_v\2
(2xLODXb+a) +1t ggsns X SXY 1414 (2>n< LOD-%)* __
(% =%)?

HOQ= = Equacéo 14

3.2.3.3 Seletividade

Para a avaliacdo da seletividade do método, foram analisadas trés repeticoes
de uma amostra de filme flexivel de PVC sem a presenca dos plastificantes avaliados.
Todas as etapas previstas no método de migracao foram seguidas. Ao final do ensaio
de migracéo, foram analisadas no CG-DIC uma aliquota de 2 uL de cada repeticéo.
Os cromatogramas foram analisados visualmente quanto a presenca de picos

cromatograficos no tempo de retengdo correspondente aos plastificantes avaliados.
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A avaliacdo da seletividade é completada pelo teste de efeito de matriz. O
método é considerado seletivo caso ndo sejam observados picos cromatograficos nos
mesmos tempos de retencdo dos plastificantes avaliados, além da capacidade do
meétodo de quantificar os analitos de interesse, mesmo na presenca da matriz (efeito

matriz ndo observado).

3.2.3.3.1 Identificagao dos plastificantes

Adicionalmente foi realizada a identificagdo dos plastificantes DEHA e DEHP
em um cromatégrafo a gas acoplado a um detector seletivo de massas — CG-EM,
comparando-se 0s resultados com os obtidos anteriormente na analise no CG-DIC.
Foram analisadas, no CG-EM, aliquotas com volume de 1 pL de seis amostras e uma
mistura padrdo contendo os plastificantes DEHA e DEHP, com concentragbes
nominais de 10 e 2,5 mg kg?, respectivamente. A injecédo foi realizada no modo
“splitless” (sem divisdo de fluxo), com um tempo de amostragem de 1 minuto e vazéo
de purga de 500 mL min?. A temperatura do injetor foi de 250 °C e a rampa de
temperatura da coluna foi de 150 °C, mantida por 5 minutos, até 300 °C (25 minutos),
com acréscimo de 6 °C min e vazédo do gas de arraste hélio de 1,9 mL mint, com
fluxo constante. A deteccéo foi realizada no espectrometro de massas em modo de
varredura com monitoramento de ions com razdo massa/carga — m/z entre 100 e 400
daltons.

Os tempos de retencdo apresentados pelos plastificantes DEHA e DEHP,
guando detectados na amostra, foram comparados com os apresentados na mistura
padrdao. Diferencas no tempo de retencdo de até 0,5 % foram consideradas
satisfatorias (UE, 2002).

Para cada plastificante, foram selecionados através dos espectros de
fragmentacdo disponiveis na biblioteca de espectros de massas, os trés ions de
fragmentacdo com maior abundancia. Para o DEHA, foram selecionados os ions com
m/z de 112, 129 e 147, enquanto para o DEHP foram selecionados os ions com m/z
de 149, 167 e 279. Para cada plastificante, o ion de maior abundancia foi denominado
ion de quantificagdo. As razdes entre a area de cada um dos demais ions
selecionados (ions de confirmacdo) e a area do ion de quantificacdo foram
comparadas com as razfes determinadas para o plastificante na mistura padrdo. As

diferencas entre as razdes determinadas na amostra e na mistura padréo foram
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avaliadas conforme descrito na Tabela 6. Diferencas inferiores as descritas na tabela
foram consideradas satisfatérias.

Tabela 6. Tolerancia permitida entre as raz6es dos ions determinadas
na amostra e padrao, de acordo com a intensidade relativa.

Limite de Tolerancia para
as diferencas entre as
razbes apresentadas na

) Raz&o dos fons
(lon de Confirmacao/ lon de

Quantificagéo) amostra e no padréo
> 50 % 10 %

> 20 % a 50 % 15 %

>10% a 20 % 20 %
<10% 50 %

fonte: (UE, 2002)

3.2.3.4 Efeito de matriz

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

Para o preparo da curva na presenca da matriz, foram analisadas vinte
repeticdes de uma amostra de filme flexivel de PVC sem a presenca dos plastificantes
avaliados. Todas as etapas previstas no método de migracao foram seguidas. Ao final
da etapa de migracao, as solucdes foram reunidas e homogeneizadas formando uma
Unica solugdo de migragao.

As solugdes da curva analitica foram preparadas seguindo-se o procedimento
descrito para o preparo da curva analitica em solvente, porém utilizando-se a solucéo
de matriz preparada no lugar do solvente etanol 95 %. Foi organizada uma batelada
de amostras com a solugéo de matriz, e em seguida as solugdes de trabalho em ordem
aleatodria de niveis, com todas as repeticbes de um mesmo nivel no solvente e na
matriz agrupadas. As amostras da batelada foram analisadas por CG-DIC nas

condicOes definidas no item 3.2.1.
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3.2.3.4.1 Avaliacao dos resultados

Primeiramente foi avaliada a linearidade da curva analitica preparada na
presenca da matriz. Uma vez confirmadas as premissas dos residuos da regressao
(normalidade, homoscedasticidade e independéncia) e as premissas do modelo
(significancia da regresséo e néo desvio da linearidade), a curva foi comparada com
a curva em solvente, preparada anteriormente. Foi verificada a homogeneidade entre

as variancias dos residuos das duas curvas através do teste de F (SNEDECOR,;
COCHRAN, 1989). A hipotese nula H, de que as variancias dos residuos das duas
curvas (solvente e matriz) ndo diferem entre si foi confrontada com a hipotese
alternativa H, de que as variancias dos residuos séo diferentes. A hipdtese nula €

rejeitada quando a probabilidade da estatistica F calculada (p-valor) for menor que a

significancia a/2, para o nivel de confianga estabelecido.

A estatistica F do teste foi calculada através da Equagéo 15, com o maior valor

de s2_no numerador e foi utilizada para estimativa do p-valor. A homoscedasticidade

res

entre as variancias dos residuos das duas curvas € observada quando p-valor for

maior que a significancia a/2 de 0,025, para um nivel de confianca de 95% e graus
de liberdade para as variancias das curvas iguais a n, —2 (numerador) e n, -2

(denominador).

F :i Equacéo 15
Srex2

As curvas foram comparadas atraves de teste t, confrontando a hipétese nula
H, de que as inclinacbes e interse¢des nao diferem entre si (ndo ha efeito de matriz)
com a hipotese alternativa H, de que as inclinagdes e intersecdes sao diferentes (ha
efeito de matriz) (SOUZA, 2007). A hipétese nula de que néo héa efeito de matriz é
rejeitada quando as probabilidades das estatisticas t, e t, calculadas (p-valor) séo
menores que a significancia a/2, para o nivel de confianca estabelecido.

Havendo homoscedasticidade entre as variancias das duas curvas, as
inclinagbes (Equacgdo 16) e intersec¢bes (Equagdo 17) sdo comparadas através do

teste t com variancias combinadas. Valores estimados para os p-valoresde t, e t,
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maiores que a significancia a/2 de 0,025, para um nivel de confianga de 95% e
n, +n, —4 graus de liberdade, indicam que ndo ha efeito de matriz. Os indices 1 e 2

diferenciam as curvas preparadas no solvente e na matriz respectivamente.

-b
t, :M, Equacéo 16
S
e, e
Sxx1 Sxx2
-a
S |312 2|2 . Equacdo 17
SS2% L S$H2%
r].Sxxl nZSxx2

— (nl _Z)Srzeﬂ + (nz ~ 2)32

onde, s’ re2 (variancia combinada).
P n+n,—4
1 2

Havendo heterocedasticidade, as inclinagbes (Equacédo 18) e intersecoes

(Equacéo 19) das duas curvas sdo comparadas atraveés do teste t com variancias
amostrais ndo homogéneas. Valores estimados para os p-valoresde t, e t, maiores
que a significancia a/2 de 0,025, para um nivel de confianca de 95% e v graus de

liberdade (Equacéo 20), indicam que ndo h4 efeito de matriz.
|b1 _b2|

A
Sxx1 Sxx2
t, = - |a12— a2|2 =, Equacéo 19
\/ Shad X |, St ) %

rlexl r&Sxx2
2
[%zeu%zeszj
g

(), (S )
n-2 n,—2

t, = Equacdo 18

Equacéo 20
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3.2.3.5 Repetibilidade

Para a avaliacdo da homogeneidade da amostra e repetibilidade do método, foi
realizado o ensaio de migracao de dez repeticbes genuinas de uma amostra contendo
os plastificantes avaliados. As andlises foram conduzidas nas mesmas condi¢cdes
analiticas, no menor espaco de tempo possivel e pelo mesmo analista. Apds 0 ensaio
de migracéo, aliquotas das dez solu¢des de migracdo foram analisadas em sequéncia
no CG-DIC nas condi¢des definidas no desenvolvimento do método (replicata 1). Em
seguida as solucbes de migracdao foram analisadas novamente alterando-se
aleatoriamente a sequéncia (replicata 2). O procedimento foi repetido mais uma vez
com uma nova sequéncia aleatéria (replicata 3) (ABNT, 2012). A Figura 10 apresenta

a sequéncia de injecéo das solucdes de migracao.

Figura 10. Sequéncia de andlises para os ensaios de repetibilidade e homogeneidade

3.2.3.5.1 Avaliagdo da homogeneidade da amostra

As concentracBes do analito, nas repeticdes genuinas, foram estimadas por
meio da curva analitica previamente preparada. As replicatas das repeticdes foram
organizadas como apresentado na Figura 11, e a variancia das concentracdes de
cada grupo foi calculada. A homogeneidade da amostra foi testada através da analise
de variancia (Tabela 7) das concentragdes dos grupos (A1, Az, As, ..., A10) de replicatas
das repeticbes (ABNT, 2012).

Figura 11. Grupos de replicatas

Replicata Grupo | Grupo | Grupo | Grupo | Grupo | Grupo | Grupo | Grupo | Grupo | Grupo
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 Ax Az As As As As A7 As Ao Ao
2 Ax Az As As As As A7 As Ao Ao
3 A1 Az Az As As Ae A7 As Ao Ao
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Tabela 7. Analise de variancia (ANOVA) para avaliacdo da homogeneidade da amostra.

FV SQ GL QM F p —valor
Entre 0S grupos Ny (. — )2 1 SQs QMes DISTHF<¢;GLes; Glyg)
(EG) Zlni (% —X) g GL. QMg
Dentro dos ah o2 O SQe
grupos (DC) ;;(&j X) iZﬂ‘,(ni 1) Gl
g N g S
Total D% —%)? (Z (n )]—1 —GE’“’""'
i=1 j=1 i=1 Total

FV, fonte de variagdo; SQ soma dos quadrados; GL, graus de liberdade; QM , média dos

quadrados; F, estatistica da analise de variancia; p —valor , probabilidade da estatistica calculada;
g, numero de grupos; N, nimero de replicatas da repeticdo; X, concentracdo medida para a

replicata; DISTF, distribuigéo de probabilidade F .

A amostra é considerada homogénea se o p — valor estimado for maior que 0,05

para um nivel de confianca de 95%. Se a amostra for considerada heterogénea deve-

se repetir 0 teste com uma nova amostra.

3.2.3.5.2 Avaliacéo da repetibilidade do método

Para a avaliacdo da repetibilidade do método foi utilizada a primeira replicata
de cada repeticdo genuina (replicata 1). Segundo Souza (2007), na conducdo de
experimentos sob condi¢cdes de repetibilidade a precisdo € expressa em termos de
desvio padrao relativo das concentracdes das repeticdes genuinas ensaiadas. O teste
foi avaliado por meio da razdo de Horwitz (HorRat), originalmente calculada para

condicdes de reprodutibilidade. Porém €& possivel utiliza-la na avaliagdo da

repetibilidade utilizando-se o desvio padrao relativo DPR (Equacéo 21) e o desvio

padrao relativo previsto DPRP, ambos em condicdes de repetibilidade.

DPR, =

r

x100, Equacgao 21

|| v

onde,
x =média das concentragBes medidas para as repeticdes,

s=desvio padréo das concentracdes medidas para as repeticdes genuinas.
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Os valores de DPRP séao tipicamente de um meio a dois tercos do valor de
DPRRBR(HORWITZ; ALBERT, 2006), sendo este calculado através da equacéo de
Horwitz (Equacéo 22). A equacéo representa empiricamente as alteracées no DPRR

ocasionadas por variagées na concentracdo da amostra. Para o célculo do DPRP,

neste trabalho foi utilizada a razdo maxima de dois tercos (Equacao 23).

DPRR, =2C™%* Equacao 22

onde, C = concentracdo do analito em fracdo de massa.

DPRP, = %DPRPR Equacéo 23

O metodo é considerado repetitivo com um valor de HorRat, (Equagéo 24)

menor ou igual a 2.

DPR,
DPRP.

HorRat, = Equacéo 24

3.2.3.6 Precisao Intermediaria

Em quatro dias diferentes, foram preparadas e analisadas, cinco repeti¢cées de
uma mesma amostra. Por meio da curva analitica prepara anteriormente em solvente,
a concentracdo de cada repeticdo de cada dia foi determinada. O teste foi avaliado
através da determinacdo do desvio padréo de preciséo intermediaria relativo ao tempo

Skempo (Equagéo 25) e do desvio padréo relativo de preciséo intermediaria DPR,

(Equacéo 26).

. 1 L& — 2 ~
Shempo = (X —%)°, Equacio 25
° \/t(n—l);é e
s'
DPR,eant = lt‘;_(m”0><100. Equacéo 26
onde,

t =dias de analise,
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N = repeticdes genuinas por dia,
X =concentracdo medida para a repeticao,

X =meédia das concentracbes medidas para as repeticoes.

Arazdo HorRat, (Equacao 27) foi calculada pela divisao entre o desvio padréo
relativo de precisdo intermediaria DPR,.;,, € 0 DPRR,. Valores de HorRat,menores

ou iguais a 2 indicam precisao intermediaria adequada.

HorRat , = %- Equacéo 27
R

3.2.3.7 Robustez
A avaliacdo da robustez foi realizada segundo o método de comparagédo de
meédias (teste t). Foram escolhidas pequenas variacdes criticas para o0 método na

verificacdo da sua robustez. A Tabela 8 apresenta as variacdes avaliadas.

Tabela 8. Varia¢gBes avaliadas na verificagdo da robustez.

Variacdo Condicdo Normal Condicéo Variada
. ~ 47 h 30 min
Tempo de Migragéo 48 h _
48 h 30 min
Temperatura de R 18 °C
Migracédo 20°C 22 °C

Uma amostra foi analisada seguindo as condicbes normais do meétodo. A
mesma amostra foi analisada uma vez mais para cada variagéo escolhida, realizando
em cada uma delas a variacdo correspondente no método. Ao final de cada
procedimento, foram analisadas 3 aliquotas de cada solucao.

Para cada variacao, foi verificada através de teste F (SNEDECOR; COCHRAN,
1989) a homogeneidade entre as variancias da amostra ensaiada para a variagéo e

da amostra ensaiada nas condi¢cdes normais do método. O teste confronta a hipotese

nula H, de que as variancias das amostras ndo diferem entre si contra a hip6tese

alternativa H, de que as variancias das amostras séo diferentes. A hipotese nula é
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rejeitada quando a probabilidade da estatistica F calculada (p-valor) do teste for
menor gque a significancia a/2 para o nivel de confianca estabelecido.

A estatistica F do teste foi calculada através da Equacgéo 28 e foi utilizada para
estimativa do p —valor. A homoscedasticidade é verificada quando p-valor for maior
que a significancia a/2 de 0,025, para um nivel de confianga de 95% e graus de
liberdade para as variancias das amostras iguais a n,—1 (numerador) e n,-1

(denominador).

calculado —

S
F = g Equacao 28

onde, S’ e S; sdo as varidncias de cada amostra, com a maior variancia no

numerador.

Para cada variacao, foi avaliada a robustez do método através de teste t para
comparacdo de meédias. A avaliacdo foi realizada comparando-se cada uma das

quatro amostras com condi¢cdo variada com a amostra nas condigdes normais. A

hipétese nula H, de que as amostras séo estatisticamente iguais (método robusto

para a variacdo) é confrontada com a hipo6tese alternativa H, de que as amostras
diferem entre si (método ndo robusto para a variagdo). A hipétese nula é rejeitada
quando o p-valor calculado para a estatistica t do teste for menor que a significancia
a/2 para o nivel de confianga estabelecido.

Havendo homoscedasticidade entre as variancias da amostra avaliada e da
amostra nas condi¢cdes normais, as medias das concentragcdes sdo comparadas
através do teste t para amostras com variancias homogéneas. O método é

considerado robusto para a variacdo quando o p-valor calculado para estatistica
t.aicuado dO teste (Equagao 29) for maior que a significancia a/2 de 0,025, para um nivel

de confianca de 95%, com n-1 graus de liberdade.

t Equacéo 29

calculado —

=
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onde,

YRS
d: i=1 ,
n

X, = concentracao da i-esima replicata da amostra ensaiada nas condi¢cdes normais

do método,

X, = concentracdo da i-esima replicata da amostra ensaiada para a variacao,

s’= variancia das diferencas,
n=

mero de pares de replicatas comparadas.

Havendo heterocedasticidade, as médias das concentragfes das amostras sao
comparadas através do teste t com variancias amostrais ndo homogéneas. O método

é considerado robusto para a variacdo quando o p-valor calculado para estatistica
t cacuiado (EQuacgdo 30) for maior que a significancia a/2 de 0,025, para um nivel de

confianca de 95%, com U graus de liberdade, definidos pela Equacéo 31.

X% Equacao 30
calculado \/7
N J
_ n Equacéo 31
2
(s n)
n -1 n, - 1

3.2.4 Incerteza de medicéo

A incerteza de medicao foi estimada através da identificacdo, quantificacéo, e
combinacdo de todas as contribuicbes individuais para a incerteza final. Nesta
abordagem, chamada de “bottom-up”, a incerteza combinada final € derivada das
incertezas dos componentes individuais, sendo adotada pela Organizacao
Internacional de Normalizagéao - ISO.

O processo de estimativa da incerteza foi iniciado pela determinacdo do
mensurando e identificacdo das fontes de incerteza para o método analitico. Para

cada fonte de incerteza as variaveis de entrada sdo determinadas e as incertezas
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associadas a cada fonte sdo quantificadas. Possiveis correlagdes entre as variaveis
sao identificadas e as incertezas combinada e expandida s&o calculadas.

No ensaio de migracdo estudado o mensurando € representado pela
concentracdo de migracao do analito para o solvente simulante. A determinacéo da
concentracdo de migracdo foi realizada através da Equacdo 32 proveniente da
equacao da curva analitica.

A-a
CO:T

Equacéo 32

Onde, A é a média das areas dos picos referentes as amostras obtidas pelo
ensaio de migracao, Co a concentracdo média do analito encontrada na amostra, b a
inclinagéo da reta, e a a intersegao.

E necessario que a estimativa da incerteza de medicéo seja desenvolvida de
maneira completa e confiavel, observando-se a contribuicdo quantitativa de cada fonte
(DE LA CRUZ et al., 2010). Devem ser considerados 0s erros que possam ocorrer
durante o processo analitico desde o preparo dos padrdes até a obtencéo do resultado
final (SHEGUNOVA; BERCARU; SEJERZE-OLSEN, 2008). Através de uma analise
detalhada da expressdo do mensurando e do conhecimento dos pontos criticos do
ensaio, sao identificadas as fontes de incerteza que possam vir a impactar no
resultado final. A Figura 12 apresenta as fontes de incerteza mais importantes (LEITO;
LEITO, 2004).

Figura 12. Incertezas de maior importancia

Migracéo do analito
para o solvente
simulante

Variabilidade
das medicdes no
equipamento

Preparo dos
padrdes da curva
analitica

Ajuste da reta
ao modelo
linear

Temperatura de
Migracéo

Fonte: (Adaptado de LEITO; LEITO, 2004)
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Para uma estimativa adequada da incerteza de medicao, é importante que o
processo analitico seja cuidadosamente observado. No entanto, deve ser evitada a
duplicidade de contribuicdo das incertezas, o que poderia causar uma superestimativa
da incerteza combinada. Com este fim, foi construido um diagrama de causa e efeito,
também conhecido como diagrama de Ishikawa ou espinha de peixe (BUCHMANN;
SARKIS, 2002). A Figura 13 apresenta o diagrama de causa e efeito construido para
o0 ensaio de migracdo. O diagrama evidencia as principais fontes de incerteza

identificadas para o ensaio.

Figura 13. Diagrama de causa e efeito para o ensaio de migracéo.

Preparo dos Padrées Curva Analitica
P, Coeficiente
.- b
Coeficiente angular,
Ps linear, a 3

~ Concentragéo de
Z Migragéo(mg kg?)

Temperatura

de Migragao N
Variabilidade das
Migragdo medicdes (area do pico)
do Analito

Repetibilidade (area do pico)

As principais fontes de incerteza identificadas para o ensaio de migracao foram:

incerteza associada a curva analitica (uc ), incerteza associada a repetibilidade do

metodo (u.,) € a incerteza associada ao preparo dos padrdes da curva analitica (

Uil )-

3.2.4.1 Incerteza associada ao preparo dos padroes de calibragao uy,

A incerteza de medigao associada ao preparo dos padrées Uy, engloba as
incertezas associadas ao preparo de cada padrao (Ug), Up,, Upy, Upy: Yn), Yey)

sendo uma incerteza combinada destas (IPAC, 2007). As incertezas associadas ao

preparo de cada padrdo ug, foram calculadas atraves dos coeficientes de

sensibilidade de cada variavel e suas relacdes matematicas como apresentado na

Equacéo 33.
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Upy = 5 + Equacao 33

onde, C é a concentracdo da solucédo intermediaria, V,o volume da aliquota da
solucao intermediaria, v, 0 volume final da solucéo do padréo de calibragao, u,, a
incerteza associada a solucdo padréo, u,,a incerteza associada a aliquota da
solucéo intermediaria, U, @ incerteza associada ao volume final da solucéo do padrao

de calibracéo e u , a incerteza associada a concentragao da solucao intermediaria.

Estimadas as incertezas de cada padrdo preparado para a curva analitica,

estas foram combinadas atravées da Equacao 34.

2 2 2 2 2 2
Yo | (Yo ] (Y% | L[ Y% | Y2 | L[ Y
Cr Ce, Ca G G G

Equacao 34

onde, C, é aconcentracado de cada n solugao de trabalho e u, a incerteza associada

ao preparo de cada n solucéo de trabalho.

3.2.4.2 Incerteza associada a curva analitica u,

A incerteza associada a interpolacéo na curva analitica u., € baseada no

calculo do intervalo de confianca da curva construida através do método dos minimos
quadrados ordinarios — MMQO, considerando-se 0 modelo de resposta linear
(EURACHEM, 2012). A incerteza associada a curva analitica foi estimada através da
Equacéo 35.

2
Cc,-C
— Sresidual 1 1 ( ° j
Ug,) = — X =+ =+
° b p n S

XX

Equacao 35
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onde, Sresidual =

2
(Cj —(_Zj ,C, € a concentragao da solugédo de
migragao encontrada para a amostra, p o numero de repeti¢cbes para determinar C,

, N o nimero total de determinacbes para construcdo da curva analitica, Ca

concentracdo média da curva analitica, e b a inclinacao da reta.

3.2.4.3 Incerteza associada a repetibilidade ug

rep)

A incerteza associada a repetibilidade é oriunda de efeitos aleatorios e é em
geral medida a partir de experimentos repetidos e quantificada em termos de desvio
padrdo de resposta (EURACHEM, 2012). A incerteza associada a repetibilidade do

método U, provem do desvio padrao das areas dos picos calculadas para as trés

rep
solucbes e engloba as variagcdes inerentes ao processo analitico. A incerteza

associada a repetibilidade foi estimada através da Equacéo 36 (AVILA et al., 2009).

1
= - Equagao 36
rep) \/B b qu g

onde, S,., € 0 desvio padréo das areas dos picos correspondentes as aliquotas das
solugdes de migracdo das repeticbes, p o numero de repeticbes para determinar a

concentracdo de migracao para a amostra e b o coeficiente angular da curva analitica

preparada.

3.2.4.4 Estimativa da incerteza combinada final U ¢y

A incerteza padrao combinada final U, associada ao mensurando, sendo

este o resultado da medicdo analitica, é obtida pela combinacdo apropriada das
incertezas padrao estimadas para as grandezas de entrada (EURACHEM, 2012;
ABNT, 2003). A incerteza combinada final, para o ensaio de migragao estudado, foi
estimada através da Equagéo 37.
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2 2

2 | U u .

Ucomn =Cyx (U(dil)) +( (Cp)] +£ gO)j Equacao 37
0 0

3.2.4.5 Estimativa da incerteza expandida U

Através da incerteza combinada final foi calculada a incerteza expandida
associada ao resultado analitico. A incerteza expandida € uma medida da incerteza,
dada para uma funcéo de distribuicdo de probabilidade apropriada ao resultado,
habitualmente distribuicdo normal, associada a um nivel elevado de confianca. A
incerteza expandida é dada pelo produto entre a incerteza padrdao combinada
estimada e um fator de abrangéncia k para um nivel de confianca desejado (Equacéao
38) (OLIVEIRA; AGUIAR, 2009; ABNT, 2003; IPAC, 2007).

U = KX Ucom) Equacao 38

onde, k é o fator de abrangéncia.

Nos casos em que aincerteza U, () € aproximadamente normal ou os graus
de liberdade efetivos u,, de U, (Y) sdo de tamanho significativo, utiliza-se k=2 para

um nivel de confianca de aproximadamente 95%. Para quase todos os fins, devido a
natureza aproximativa do processo de estimativa da incerteza de medicéo, pode-se
adotar k=2 (EURACHEM, 2012; ABNT, 2003). Contudo € possivel também determinar
o valor de k, quando o processo de estimativa de incerteza ndo possui graus de
liberdade efetivos suficientemente grandes. Segundo o ISO GUM, os graus de
liberdade efetivos podem ser calculados através da formula Welch-Satterthwaite
(Equacéo 39) (ABNT, 2003).

ug

Uett = U(RE) Equacédo 39
3 u Y)
i=1 Ui

onde,

u, € a incerteza combinada do método; u, € a incerteza padréo da componente i e

U, é o numero de graus de liberdade da componente i.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ENSAIO DE MIGRACAO PRELIMINAR

As amostras foram identificadas univocamente com codigo “AM-XX", sendo XX
um numero sequencial de 01 a 37 (AM-01 a AM-37). A Figura 14 apresenta o
cromatograma referente a mistura padrao dos plastificantes.

Figura 14. Cromatograma referente a mistura padréo
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Picos cromatograficos: (1) DBP, 18,412 min, 8 mg kg; (2) DEHA, 25,698 min, 15 mg kg
1. (3) DEHP, 27,682 min, 3,5 mg kg*; (4) DNOP, 30,014 min, 10 mg kg*; volume de injecao:
2 L (splitless); temperaturas do injetor e detector (FID): 250 e 320 °C respectivamente;
temperatura da coluna (DB5, 5 % fenilmetilsilicone, 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm): 150 °C
(10 min) &%C/min> 300 °C (20 min). Fluxo He: 1,86 mL min-t.

A Tabela 9 apresenta os plastificantes identificados nas solu¢des provenientes
do ensaio de migragcdo das amostras de filme flexivel de PVC.
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Tabela 9. Presenca de plastificantes nas solu¢des de migracao

Amostra  Plastificantes presentes Amostra  Plastificantes presentes

AM-01 DEHP, DEHA AM-20 DEHA, DEHP
AM-02 DEHA AM-21 DEHA, DEHP
AM-03 DEHP AM-22 DEHA, DEHP
AM-04 DEHA AM-23 DEHP
AM-05 DEHA AM-24 DEHP
AM-06 DEHA AM-25 DEHP
AM-07 DEHA, DEHP, DNOP AM-26 DEHA, DEHP
AM-08 DEHP AM-27 DEHA, DEHP
AM-09 DEHP, DNOP AM-28 DEHA
AM-10 DEHA, DEHP AM-29 DEHP
AM-11 DEHA, DEHP AM-30 DEHA, DEHP
AM-12 DEHA, DNOP AM-31 DEHA, DEHP
AM-13 DEHA, DEHP AM-32 DEHA
AM-14 DEHA, DEHP AM-33 DEHP, DNOP
AM-15 DEHP AM-34 DEHA, DEHP
AM-16 DEHA, DEHP AM-35 DEHA, DEHP, DNOP
AM-17 DNOP AM-36 DEHA, DEHP
AM-18 DEHP AM-37 DEHP

AM-19 DEHA, DEHP, DNOP

A Figura 15 exemplifica a identificacdo dos plastificantes DEHA e DEHP na

amostra A-31.

Figura 15. Cromatograma referente a amostra A-31

Intensidade
S
1 4)
500000
(5)
2
(2 5
:': [=}
250000+
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0—— -~ -~ -
Ty T eyt
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min
Picos cromatograéficos: (1-3,6) ndo identificados; (4) DEHA, 25,525 min; (5) DEHP, 27,504
min; volume de injecdo: 2 pL (splitless); temperaturas do injetor e detector (FID): 250 e
320 °C respectivamente; temperatura da coluna (DB5, 5 % fenilmetilsilicone, 30 m x 0,25
mm x 0,25 pm): 150 °C (10 min) &°C¢/min> 300 °C (20 min). Fluxo He: 1,86 mL min..



78

Do total de trinta e sete amostras analisadas, vinte e quatro (65%)
apresentaram migracdo especifica do DEHA, trinta (81 %) amostras apresentaram
migracdo especifica do DEHP e sete (19 %) apresentaram migracdo especifica do
DNOP. Nenhuma das amostras analisadas apresentou migracao especifica do DBP.
Em vinte e duas (59 %) amostras, foram observados pelo menos dois dos
plastificantes pesquisados.

O DNOP néao possui limite de migracdo especifico, sendo estabelecido na
legislacdo teor maximo de 5 % na massa plastica. Sendo assim, o DNOP néao foi
incluido na validagdo do método. O DBP néo foi observado em nenhuma amostra e

assim, também n&o foi incluido na validagdo do método.
4.2VALIDACAO DO METODO
4.2.1 Avaliacdo da linearidade da curva analitica preparada em solvente

4.2.1.1 Tratamento de valores extremos

A presenca de valores extremos foi avaliada pelo método dos residuos
padronizados Jacknife. Na curva analitica do DEHP, preparada em solvente, as
repeticdes i=9 e 15 foram consideradas extremas e removidas do conjunto de dados.

A Figura 16 apresenta a curva analitica final apos a remocao dos valores extremos.

Figura 16. Curva analitica final de DEHP em solvente

14 | y=1,4726x-0,0378

Area (mVs x10%)

0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 12,0

Concentracdo de DEHP (mg kg?)
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Na curva analitica do DEHA, preparada em solvente, nenhuma repeticéo foi
removida do conjunto de dados. A Figura 17 apresenta a curva analitica final ap6s a

remocao dos valores extremos.

Figura 17. Curva analitica final de DEHA em solvente
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42.1.2 Teste de normalidade

A normalidade dos residuos da regressao foi verificada pelo teste Ryan-Joiner.

O coeficiente de correlagdo R,, entre € e ¢ e o valor de Rcrit foram calculados e a
Tabela 10 apresenta os resultados obtidos. O valor de R,,encontrado, maior que o

valor critico Rcrit (a=0,05) indica que os residuos da regressédo seguem a distribuicéo

normal.

Tabela 10. Normalidade dos residuos da regressao
(teste de Ryan-Joiner) - Reqe Rcrit calculados

DEHP DEHA
R.. 0,9831 0,9763
Rcrit (a=0,05) 0,9411 0,9461

Req coeficiente de correlac@o entre & e q;
Recrit, R critico.



42.1.3 Teste de homoscedasticidade

A homoscedasticidade dos residuos da regressao foi verificada através do teste
de Levene (1960), modificado por Brown e Forsythe (1974). A Tabela 11 apresenta os
resultados obtidos. O valor encontrado para a estatistica t., menor que o valor critico

1:(:I.— a/2;mn+n,-2)

95%.

indica a homoscedasticidade dos residuos, com um nivel de confian¢a de

Tabela 11. Homoscedasticidade dos residuos da regressao (teste

de Levene) - Resultados Obtidos

e DEHP DEHA
Estatistica
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 1 Grupo 2
n 8 8 9 9
Mediana  3,38x10? -1,12x10°® 8,03x10%? -1,40x10°3
dm 1,13x10%® 1,79x10%® 6,46x10° 1,16x10*
SQD 1,17x10” 2,08x10" 4,69x10® 6,65x10°%
sp 2,33x10° 7,09x107
tL 0,858 1,302
teritico 2,145 2,120

n, nimero de observagdes no grupo; dm, média das diferencas entre
cada residuo e a mediana do seu grupo; SQD, soma dos quadrados
dos desvios; sg, variancia combinada; t., estatistica t calculada;

teritico, €Statistica t tabelada.

4.2.1.4 Teste de independéncia (autocorrelagdo dos residuos)

A autocorrelacdo dos residuos foi verificada através do teste de Durbin-Watson.
A Tabela 12 apresenta os resultados obtidos para os limites d. (inferior) e du (superior)
com um nivel de significancia de 0,05. O valor calculado para a estatistica d do teste,
maior que o limite superior, indica a independéncia dos residuos. As Figuras 18 e 19

apresentam graficamente a independéncia dos residuos da regressao para as curvas

analiticas do DEHP e DEHA, respectivamente.



Tabela 12. Independéncia dos residuos da regresséo

(teste de Durbin-Watson) - Limites d, e dy calculados

DEHP DEHA
d 2,073 1,780
do 1,106 1,157
du 1,370 1,391

81

d, estatistica d; d., limite inferior; dy, limite superior

Figura 18. Gréfico de Durbin-Watson (e x e.1), curva
de DEHP em solvente

€i1
p
)
[e]
[e]

Figura 19. Gréfico de Durbin-Watson (e x e.1), curva
de DEHA em solvente

€1

4.2.1.5 Teste de significaAncia da regressao e desvio da linearidade

O teste de significancia da regressédo e desvio da linearidade foi realizado
através da andlise de variancia - ANOVA. As Tabelas 13 e 14 apresentam o0s

resultados obtidos para as curvas analiticas de DEHP e DEHA, respectivamente.
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Tabela 13. Analise de variancia para significancia da regressao e do desvio da linearidade (DEHP)

FV GL SQ QM F p —valor
Regressdo 1 3,83x10° 3,83x10°  8,04x10° 1,00x102
Residuos 14 6,67x10"  4,76x10°
Desvio da Linearidade 4 3,65x107  9,12x10° 3,02 7,13x107?
Erro Puro 10 3,02x107  3,02x10°
Total 15 3,84x10%°

FV , fonte de variagdo; SQ, soma dos quadrados; GL, graus de liberdade; QM , média dos

quadrados; F, estatistica da andlise de variancia; p —Vvalor, probabilidade da estatistica
calculada.

Tabela 14. Andlise de variancia para significancia da regressao e do desvio da linearidade (DEHA)

FV GL SQ QM F p —valor
Regressao 1 6,39x101 6,39x10'*  3,61x10° 2,80x10%°
Residuos 16 2,83x10° 1,77x108
Desvio da Linearidade 4 1,01x10°  2,52x108 1,67 2,22x10*t
Erro Puro 12 1,82x10°  1,51x108
Total 17 6,41x10%

FV , fonte de variacdo; SQ, soma dos quadrados; GL, graus de liberdade; QM , média dos

quadrados; F, estatistica da andlise de varidncia; p—Vvalor, probabilidade da estatistica
calculada.

Os valores de p—valor observados para a regresséo das curvas de DEHP e

DEHA foram inferiores a 0,001 indicando que a regressao € significativa, com um

nivel de confianca de 99,9%. Os valores de p—valor observados para o desvio da

linearidade das duas curvas foram superiores a 0,05 indicando que a falta de ajuste
ao modelo linear ndo é significativa com um nivel de confianca 95%. A linearidade
das curvas preparadas, confirma a utilizacado da faixa de trabalho adotada, sendo
esta de 0,6 a 10,0 mg kg* para o DEHP e de 2,5 a 40,0 mg kg para o DEHA.

4.2.2 Limites de deteccao e quantificacdo — LOD e LOQ

Os limites de detecgédo e quantificacdo foram obtidos por meio das curvas
analiticas finais. A Tabela 15 apresenta os limites obtidos e as Figuras 20 e 21
apresentam os intervalos de confianga das retas.

Tabela 15. Limites de deteccao e quantificacéo

Limite DEHP DEHA
Limite de Detecgdo, LOD (mg kg™) 0,35 2,23
Limite de Quantificacédo, LOQ (mg kg™) 1,05 6,64




83

Figura 20. Intervalo de Confianca da Reta (DEHP)
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Figura 21. Intervalo de Confianca da Reta (DEHA)
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Para valores de LME superiores a 0,1 mg kgt, séo esperados valores para LOD
e LOQ inferiores ou iguais a 1/10 e 1/5 do LME, respectivamente (FAO/WHO, 2013).
Assim espera-se obter valores para LOQ e LOD inferiores ou iguais a 1,8 e 3,6 mg kg
1, respectivamente, para o DEHA e inferiores ou iguais a 0,15 e 0,30 mg kg,
respectivamente, para o DEHP. Contudo, tais valores representam uma estimativa
tedrica e devem ser confirmados com estudos praticos. O valor estabelecido para o
LOQ do DEHP, por exemplo, € inferior ao limite minimo da faixa de trabalho (0,6 mg
kg?), ndo correspondendo a situagdo real de quantificacdo. Segundo o Inmetro
(2011), em analises de tracos, € possivel estabelecer o LOQ como a concentracdo do

primeiro nivel da curva analitica. Para Bratinova, Raffael e Simoneau (2009), o valor
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estabelecido para o LOD deve ser duas vezes menor que o valor do LOQ. Para
Thompsom, Ellison e Wood (2002), embora seja importante a determinacdo destes
limites, é preferivel que seja utilizada a incerteza de medicéao para a verificacdo da
confiabilidade do resultado analitico.

Os valores de LOD determinados para os plastificantes, por meio de suas
respectivas curvas analiticas, foram inferiores ao primeiro nivel de concentragéo e
foram considerados adequados. Os valores de LOQ determinados para o0s
plastificantes encontram-se entre o primeiro e 0 segundo niveis de concentracao,

representando uma estimativa coerente com a faixa de trabalho escolhida.

4.2.3 Efeito de matriz e seletividade

4.2.3.1 Avaliagéo da linearidade da curva preparada na presenca da matriz

4.2.3.2 Tratamento de valores extremos

A presenca de valores extremos foi avaliada pelo método dos residuos
padronizados Jacknife. Na curva analitica do DEHP, preparada na presenca da matriz,
as repetices i= 14 e 16 foram consideradas extremas e removidas do conjunto de
dados. A Figura 22 apresenta a curva analitica final apés a remocdo dos valores

extremos.

Figura 22. Curva analitica final de DEHP em matriz
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Na curva analitica do DEHA, preparada na presenca da matriz, as repeticées i
=7, 14, 16 e 17 foram consideradas extremas e removidas do conjunto de dados. A

Figura 23 apresenta a curva analitica final apds a remocao dos valores extremos.

Figura 23. Curva analitica final de DEHA em matriz
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4.2.3.3 Teste de normalidade

A normalidade dos residuos da regressao foi verificada pelo teste Ryan-Joiner.

O coeficiente de correlagdo R,, entre € e ¢ e o valor de Rcrit foram calculados e a
Tabela 16 apresenta os resultados obtidos. O valor de R,,encontrado, maior que o

valor critico Rcrit (a=0,05) indica que os residuos da regressédo seguem a distribuicéo

normal.

Tabela 16. Normalidade dos residuos da regresséo
(teste de Ryan-Joiner) - Req € Rcrit calculados

DEHP DEHA
R, 0,9711 0,9484
Rcrit (a=0,05) 0,9411 0,9351

Req coeficiente de correlacdo entre e e q; Rcrit, R
critico.
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4.2.3.4 Teste de homoscedasticidade

A homoscedasticidade dos residuos da regressao foi verificada por meio do
teste de Levene (1960), modificado por Brown e Forsythe (1974). A Tabela 17
apresenta os resultados obtidos. O valor encontrado para a estatistica t,, menor que

o valor critico t indica a homoscedasticidade dos residuos, com um nivel de

(I-a/2m+n,-2)

confianga de 95%.

Tabela 17. Homoscedasticidade dos residuos da regresséo (teste de
Levene) - Resultados Obtidos

e DEHP DEHA
Estatistica
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 1 Grupo 2
n 9 7 8 6
Mediana  1,25x10? 2,12x10? 4,03x10> 1,48x10°
dm 1,65x10% 3,38x10%® 2,97x10°® 3,78x10°
SQD 3,82x107 2,45x107 1,17x10® 4,91x10’
sp 4,47x10° 1,38x107
tL 1,623 0,401
teritico 2,145 2,179

n, nimero de observacdes no grupo; dm média das diferencas entre
cada residuo e a mediana do seu grupo; SQD, soma dos quadrados
dos desvios; sg, variancia combinada; t., estatistica t calculada;
teritico, €Statistica t tabelada.

4.2.3.5 Teste de independéncia (autocorrelagdo dos residuos)

A autocorrelacdo dos residuos foi verificada por meio do teste de Durbin-
Watson. A Tabela 18 apresenta os resultados obtidos para os limites d. (inferior) e dy
(superior) com um nivel de significancia de 0,05. O valor calculado para a estatistica
d do teste, maior que o limite superior, indica a independéncia dos residuos. As
Figuras 24 e 25 apresentam graficamente a independéncia dos residuos da regressao

para as curvas analiticas de DEHP e DEHA, respectivamente.



Tabela 18. Independéncia dos residuos da regresséo

(teste de Durbin-Watson) - Limites d. e dy calculados

DEHP DEHA
D 2,666 3,010
d 1,106 1,046
du 1,370 1,349

d, estatistica d; d, limite inferior; dy, limite superior

Figura 24. Grafico de Durbin-Watson (& X e.1),

curva de DEHP em matriz

Figura 25. Gréfico de Durbin-Watson (e x €.1),
curva de DEHA em matriz

€1
(o]

4.2.3.6 Teste de significaAncia da regressao e desvio da linearidade
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O teste de significAncia da regressdo e desvio da linearidade foi realizado
através da analise de variancia - ANOVA. As Tabelas 19 e 20 apresentam o0s

resultados obtidos para as curvas analiticas de DEHP e DEHA, respectivamente.
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Tabela 19. Analise de variancia para significancia da regressao e do desvio da linearidade (DEHP)

FV GL SQ oM F p —valor
Regressdo 1 3,49x10°  3,49x10°  2,93x10°  1,17x10Y
Residuos 14 1,67x108 1,19x107
Desvio da Linearidade 4 5,94x107 1,49x10’ 1,38 3,08x10*
Erro Puro 10 1,08x108 1,08x10’

Total 15 3,51x10%°

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

Tabela 20. Analise de variancia para significancia da regresséo e do desvio da linearidade (DEHA)

FV GL SQ QM F p—valor
Regressao 1 4,87x10r  4,87x10% 1,86x10% 1,64x1020
Residuos 12 3,15x108 2,62x10
Desvio da Linearidade 4 1,10x108 2,74x107 1,07 4,32x10*t
Erro Puro 8 2,05x108 2,57x10’

Total 13 4,88x10%

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

Os valores de p—valor observados para a regresséo das curvas de DEHP e
DEHA foram inferiores a 0,001 indicando que a regressao € significativa, com um
nivel de confianca de 99,9%. Os valores de p—valor observados para o desvio da

linearidade das duas curvas foram superiores a 0,05 indicando que a falta de ajuste

ao modelo linear ndo é significativa, com um nivel de confianca de 95%.

4.2.3.7 Avaliacao do efeito de matriz

A homoscedasticidade entre as variancias dos residuos das duas curvas foi
verificada através do teste F (SNEDECOR; COCHRAN, 1989). A Tabela 21 apresenta
as variancias de cada curva (solvente e matriz), preparadas para o DEHP e o DEHA,

e as estatisticas F.
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Tabela 21. Avaliacdo da homoscedasticidade entre
as variancias dos residuos das duas curvas

Teste F DEHP DEHA
Szres Solvente 4,45X106 1 , 66x108
S'res Matriz 1,11x107 1,11x108
Nsolvente 16 18
Nwvatriz 16 15

F calculado 2,505 1,492
p-valor 0,048 0,236

Ses variancia dos residuos da curva; n, nimero de
pontos da curva analitica; p-valor, probabilidade da
estatistica calculada.

Sendo as variancias das curvas analiticas dos dois plastificantes consideradas
homoscedasticas, com um nivel de confianca de 95%, as suas inclinacbes e
intersecdes foram comparadas através do teste t com variancias combinadas. A
Tabela 22 apresenta os resultados das estatisticas tp e tapara as curvas analiticas do
DEHP e DEHA. As Figuras 26 e 27 apresentam a comparacao entre as curvas
analiticas preparadas na presenca do solvente e da matriz para os plastificantes
DEHP e DEHA, respectivamente.

Tabela 22. Comparagdo das inclinacbes e
intersecdes das curvas

Teste T DEHP DEHA
th 1,425 1,854
ta 0,637 0,582
GL 28 29

p-valor(t,) 0,165 0,074
p-valor(ts) 0,529 0,565

tp, valor de t calculado para a inclinacao; t,, valor de
t calculado para a interse¢do; GL, graus de
liberdade; p-valor, probabilidade da estatistica
calculada.
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Figura 26. Comparacao entre as curvas analiticas preparadas na
presenca do solvente (azul) e da matriz (vermelho) para o DEHP
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Figura 27. Comparacao entre as curvas analiticas preparadas na
presenca do solvente (azul) e da matriz (vermelho) para o DEHA
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Os resultados dos testes permitem afirmar que o0 método nédo apresenta efeito
de matriz, para os dois plastificantes, pois as curvas analiticas preparadas no solvente
e na presenca da matriz se equivalem, com um nivel de confianca de 95%.
Adicionalmente conclui-se que a matriz ndo apresenta interferéncia significativa na

quantificacdo dos analitos de interesse.
4.2.3.8 Avaliagéo da seletividade
Na avaliagdo das amostras brancas, sem a presenca dos plastificantes

analisados, ndo foram observados picos cromatograficos nos tempos de retencéo
referentes ao DEHP e ao DEHA (Figuras 28 e 29).



Figura 28. Andlise cromatogréafica da solugdo proveniente do ensaio de migracdo da
amostra branca, em etanol 95 %.
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Picos cromatograficos: (1-10) n&o identificados (substéncias provenientes da matriz);
volume de injecdo: 2 uL (splitless); temperaturas do injetor e detector (FID): 250 e 320 °C
respectivamente; temperatura da coluna (DB5, 5 % fenilmetilsilicone, 30 m x 0,25 mm x
0,25 um): 150 °C (10 min) 8C/min> 300 °C (20 min). Fluxo He: 1,86 mL min,

Figura 29. Andlise cromatogréfica da mistura padréo adicionada & solugéo proveniente
do ensaio de migracdo da amostra branca, em etanol 95 %.
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Picos cromatograficos: (2-6,8,9,11-13) néo identificados; (1) DBP, 18,211 min, 8 mg kg;
(7) DEHA, 25,510 min, 15 mg kg; (10) DEHP, 27,532 min, 3,5 mg kg; volume de injecéo:
2 UL (splitless); temperaturas do injetor e detector (FID): 250 e 320 °C respectivamente;
temperatura da coluna (DB5, 5 % fenilmetilsilicone, 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm): 150 °C
(10 min) &%C/min> 300 °C (20 min). Fluxo He: 1,86 mL min-L.
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Na avaliacao da identificacao dos plastificantes nas amostras, foram analisadas
as amostras AM-06, AM-07, AM-15, AM-17, AM-30 e AM-37. As amostras foram
selecionadas de forma que representassem as diversas possibilidades de migracéo
especifica dos plastificantes (somente DEHA, somente DEHP, sem DEHA e DEHP,
com DEHA e DEHP). O plastificante DEHA foi observado nas amostras AM-06, AM-
07 e AM-30, enquanto o DEHP foi observado nas amostras AM-07, A AM-15, A AM-
30 e A AM-37. Nao foram observados os plastificantes DEHA e DEHP na amostra AM-
17. As Figuras 30 e 31 apresentam os cromatogramas de ions totais referentes a
mistura padrdo e a amostra AM-07, respectivamente. Os cromatogramas de ions
totais referentes as demais amostras sdo apresentados no ANEXO A.

Figura 30. Cromatograma de ions totais referente a mistura padrédo
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Picos cromatograficos: (1) ndo identificado; (2) DEHA, 25,149 min, 10 mg kg?; (3) DEHP,
27,101 min, 2,5 mg kg; volume de injecdo: 1 uL (splitless); temperatura do injetor: 250°C;
modo de deteccdo: varredura (100 a 400 daltons); temperatura da coluna (DB5-MS, 5 %
fenilmetilsilicone, 60 m x 0,25 mm x 0,25 um): 150 °C (10 min) 8C/min> 300 °C (20 min). Fluxo
He: 1,9 mL min.
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Figura 31. Cromatograma de ions totais referente & amostra AM-07
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Picos cromatograficos: (1) ndo identificado; (2) DEHA, 25,153 min, 10 mg kg?; (3) DEHP,
27,119 min, 2,5 mg kg?; volume de injecdo: 1 uL (splitless); temperatura do injetor: 250°C;
modo de detecc¢do: varredura (100 a 400 daltons); temperatura da coluna (DB5-MS, 5 %
fenilmetilsilicone, 60 m x 0,25 mm x 0,25 um): 150 °C (10 min) £%C/min> 300 °C (20 min). Fluxo
He: 1,9 mL mint.

As diferencas entre os tempos de retencdo dos plastificantes nas amostras e
na mistura padrdo foram abaixo de 0,5 %. A Tabela 23 apresenta os resultados
obtidos.

Tabela 23. Tempos de retencdo dos plastificantes observados nas amostras
analisadas por CG-MS

Plastificantes Tempo de Retencdo  Diferenca

Amostra Observados (min) (%)
. . DEHA 25,149 -
Mistura Padrao DEHP 27101 )
AM-06 DEHA 25,149 0,000
DEHA 25,153 0,016
AM-07 DEHP 27,119 0,066
AM-15 DEHP 27,109 0,030
AM-17 - - -
DEHA 25,142 0,028
AM-30 DEHP 27,102 0,004
AM-37 DEHP 27,105 0,015

O ion de quantificagdo selecionado para o DEHA foi o com relacdo m/z de 129,
e para o DEHP o com relagdo m/z de 149. As Figuras 32 e 33 apresentam 0s espectros

de massas dos plastificantes, disponiveis na biblioteca de espectros de massas Wiley
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e observados na mistura padrédo, respectivamente. Os espectros de massas dos

plastificantes observados nas amostras sao apresentados no ANEXO B.

Figura 32. Espectros de massas dos plastificantes DEHA e DEHP, disponiveis na

biblioteca de espectros de massas Wiley
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Figura 33. Espectros de massas dos plastificantes DEHA e DEHP referentes a mistura

padrao
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Os cromatogramas dos ions de fragmentacdo selecionados para o0s
plastificantes observados nas amostras e na mistura padrdo sdo apresentados no
ANEXO C. As diferencas entre as razbes das areas dos ions de confirmacéo pelos
ions de quantificacdo, encontrados para os plastificantes nas amostras e na mistura
padrdo, apresentaram valores abaixo do limite de tolerancia. A Tabela 24 apresenta
0s resultados obtidos.

Tabela 24. Razdes entre as &reas dos ions de confirmagéo e quantificacdo monitorados nas
amostras e na mistura padrao.

Plastificantes lons . Diferenca Limit? d?
Amostra Monitorados Razao Tolerancia
Observados (%)
(m/z) (%)
112 0,266 - -
DEHA 129 - - -
Mistura 147 0,209 - -
Padréo 149 - - -
DEHP 167 0,327 - -
279 0,127 - -
112 0,265 0,47 15
AM-06 DEHA 129 - - -
147 0,209 0,33 15
112 0,258 3,15 15
DEHA 129 - - -
147 0,211 1,05 15
AM-07 149 : - -
DEHP 167 0,326 0,21 15
279 0,125 2,11 20
149 - - -
AM-15 DEHP 167 0,334 2,26 15
279 0,115 9,43 20
AM-17 - - - - -
112 0,264 0,92 15
DEHA 129 - - -
147 0,207 0,95 15
AM-30 149 : . -
DEHP 167 0,306 6,24 15
279 0,115 9,57 20
149 - - -
AM-37 DEHP 167 0,325 0,53 15
279 0,125 1,88 20

Com os resultados obtidos, foram confirmadas as identificagcbes dos
plastificantes realizadas por CG-DIC para as amostras analisadas. Foi confirmada a
auséncia do DEHA nas amostras AM-15, AM-17 e AM-37 e do DEHP nas amostras
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AM-06, AM-15 e A-17. Assim, a andlise por CG-EM confirma a seletividade do método
com determinagao por CG-DIC.

Estes resultados, associados aos obtidos no ensaio de amostras brancas por
CG-DIC e a auséncia de efeito de matriz, indicam seletividade adequada para os dois
plastificantes. O método apresentou capacidade satisfatéria de quantificacdo dos

analitos, mesmo na presenca dos interferentes da matriz.

4.2.4 Repetibilidade

Os resultados obtidos foram organizados em grupos de replicatas de cada
amostra, calculando-se a variancia de cada amostra. As Tabelas 25 e 26 apresentam
as concentracdes obtidas em mg kg?, e a variancia de cada amostra, para 0s

plastificantes DEHP e DEHA, respectivamente.

Tabela 25. Grupos de replicatas para o DEHP

Concentracdes de DEHP em mg kg! nas amostras

Replicata
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 218,64 268,89 219,31 242,62 243,78 235,88 258,50 242,99 228,58 223,13
2 283,15 264,43 248,08 234,28 253,91 235,11 237,74 243,72 199,73 242,08
3 245,82 249,04 240,19 212,63 247,21 222,83 232,38 230,72 216,00 229,05

Varidncia 1048,74 108,45 221,01 239,61 26,52 53,62 190,25 53,34 209,24 94,05

Tabela 26. Grupos de replicatas para o DEHA

Concentracdes de DEHA em mg kg nas amostras

Replicata
2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 68,78 68,27 66,11 61,73 59,13 61,61 62,25 63,69 5824 59,06
2 67,22 62,23 61,48 6161 56,41 6631 64,69 62,83 6393 6691
3 67,79 60,54 63,47 62,79 6691 5532 59,04 64,07 6355 62,23

Variancia 0,62 16,53 541 0,42 29,71 30,42 8,01 0,41 10,11 15,60

A homogeneidade das amostras foi avaliada através da analise de variancia -
ANOVA. As Tabelas 27 e 28 apresentam o0s resultados obtidos para o DEHP e o

DEHA, respectivamente.
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Tabela 27. Analise de variancia (ANOVA) para avaliacdo da homogeneidade da amostra (DEHP).

Fonte de Variacédo SQ GL QM F p —valor
Entre os grupos (EG) 4422,26 9 491,36 2,189 0,069
Dentro dos grupos (DG) ~ 4489,67 20 224,48

Total 8911,92 29

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

Tabela 28. Analise de variancia (ANOVA) para avaliacdo da homogeneidade da amostra (DEHA).

Fonte de Variacéo SQ GL QM F p —valor
Entre os grupos (EG) 111,35 9 12,37 1,0554 0,434
Dentro dos grupos (DG) 234,46 20 11,72

Total 345,81 29

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

Sendo a amostra considerada homogénea (p-valor > 0,05) quanto a

concentragdo dos plastificantes DEHP e DEHA, a repetibilidade foi avaliada através
da primeira replicata das amostras (Replicata 1). Foi verificada através do teste de
Grubbs, a presenca de valores extremos (outliers) dentre as concentragdes, sendo

nenhum valor extremo encontrado. A Tabela 29 apresenta os valores calculados para
o desvio padréo relativo DPR, o DPRP e o HorRat Os resultados obtidos indicam

gue o método apresenta repetibilidade adequada para os dois plastificantes.

Tabela 29. Avaliagdo da Repetibilidade

DEHP DEHA
DPR 6,985 6,009
DPRP 4,660 5,691
HorRat 1,499 1,056

DPR, desvio padréo relativo (repetibilidade); DPRP,

desvio padrdo relativo previsto (repetibilidade);
HorRat , razéo de Horwitz (repetibilidade).

4.2.5 Precisao intermediaria

As respostas encontradas foram avaliadas através das curvas analiticas
preparadas (DEHP e DEHA) no solvente e suas concentracdes foram determinadas.
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As Tabelas 30 e 31 apresentam as concentragcdes das amostras e os resultados

obtidos para o DPR,.;, para os plastificantes DEHP e DEHA, respectivamente. Os

resultados obtidos indicam precisdo intermediaria adequada.

Tabela 30. Avaliagcéo da Preciséo Intermediéria (DEHP)

Concentracdo de DEHP em mg kg?

Amostras

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4

1 256,03 238,98 265,12 250,40

2 264,07 250,27 266,40 231,86

3 241,53 257,00 240,81 248,59

4 255,01 229,56 234,63 255,30

5 249,80 257,58 261,49 239,34

Média 253,29 246,68 253,69 245,10
Si(tempo) 11,464
DPR, cont 6,945
DPRR (%) 4,591
HorRat 0,661

DPR, cgnt - desvio padréo relativo (preciséo intermediaria);, DPRR, , desvio padréo relativo
previsto (reprodutibilidade); HorRat,, razao de Horwitz (reprodutibilidade).

Tabela 31. Avaliagédo da Preciséo Intermediaria (DEHA)

Concentracdo de DEHA em mg kg*

Amostras X X . ;

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4

1 66,89 64,37 77,57 63,05

2 64,55 62,52 61,07 61,85

3 65,34 64,26 69,59 59,58

4 64,74 64,85 63,40 63,96

5 64,26 63,67 66,79 54,16

Média 65,16 63,93 67,68 60,52
Si(tempo) 3,818
DPR,eqnt 8,507
DPRR, (%) 5,935
HorRat ; 0,698

DPR, .4 desvio padrdo relativo (preciséo intermediaria); DPRR;, desvio padréo relativo

previsto (reprodutibilidade); HorRat,, razdo de Horwitz (reprodutibilidade).

4.2.6 Robustez

Para cada variacao, verificou-se através de teste F (SNEDECOR; COCHRAN,

1989) a homogeneidade entre as variancias da amostra ensaiada para a variagéo e
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da amostra ensaiada nas condi¢des normais do método. Para o DEHP, a amostra
analisada com a variagéo de temperatura de migracao de 18 °C apresentou variancia
nao homogénea em relacdo a amostra nas condi¢cdes normais, com p-valor calculado
para a estatistica F menor que a significancia a/2 de 0,025, para um nivel de confianca
de 95%. As demais variacOes apresentaram variancias homogéneas em relacéo a
amostra nas condi¢cdes normais. Para o DEHA, a amostra analisada com a variacéo
de tempo de migragéo de 47 h e 30 min apresentou variancia ndo homogénea em
relacdo a amostra nas condi¢cdes normais, com p-valor calculado para a estatistica F
menor que a significancia a/2 de 0,025, para um nivel de confianca de 95%. As demais
variacfes apresentaram variancias homogéneas em relacdo a amostra nas condi¢des
normais. As Tabelas 32 e 33 apresentam o0s resultados dos testes quanto as
concentracdes de DEHP e DEHA, em mg kg, respectivamente.

Tabela 32. Teste F e teste t para comparacdo de médias (DEHP)

Média  Variancia Teste F Teste t
mg kg® (mgkg?? p-valor  p-valor

CondigBes Normais 250,27 1271,12 - -
Tempo de Migragéo: 47 h e 30 minutos 244,23 52,87 0,040 0,143
Tempo de Migracdo: 48 h e 30 minutos 252,47 146,47 0,233 0,153

Variacdo

Temperatura de Migragéo: 18 °C 237,73 30,30 0,023 0,304
Temperatura de Migracdo: 22 °C 267,16 158,18 0,111 0,073
a/2, 95% de confianca 0,025 0,025

a, nivel de significancia; p-valor, probabilidade da estatistica calculada.

Tabela 33. Teste F e Teste T para comparacdo de médias (DEHA)

Média  Variancia Teste F Teste T

Variagéo mg kg? (mgkg?)? p-valor p-valor
Condi¢gBes Normais 64,52 1,73 - -
Tempo de Migracdo: 47 h e 30 minutos 57,94 69,83 0,024 0,155
Tempo de Migragéo: 48 h e 30 minutos 65,84 9,72 0,151 0,271
Temperatura de Migragéo: 18 °C 64,22 0,71 0,290 0,298
Temperatura de Migragéo: 22 °C 66,43 10,06 0,147 0,203
a/2, 95% de confianca 0,025 0,025

a, nivel de significancia; p-valor, probabilidade da estatistica calculada.
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Com os resultados obtidos o método apresenta-se robusto, com um nivel de
confianga de 95%, para todas as variagdes estudadas, para os plastificantes DEHP e
DEHA. Através das alteracbes realizadas, foi possivel estabelecer faixas de
variabilidade para os parametros avaliados. Assim a temperatura e o tempo de

migracao foram definidos como (20 + 2) °C e 48 h + 30 minutos, respectivamente.

4.3PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO — POP

Como resultado do processo de validacdo do método, foi elaborado um
procedimento operacional padrdo — POP para a determinacdo da migracao especifica
dos plastificantes DEHA e DEHP da embalagem para alimentos gordurosos (ANEXO
D). O procedimento descreve as condi¢cfes de realizacao do ensaio a serem seguidas
no laboratdrio de contaminantes organicos do Departamento de Quimica do INCQS e

leva em consideracao os parametros avaliados no processo de validacéo.

4.4 AMOSTRAS ENSAIADAS

Foram analisadas trinta e sete amostras de filme flexivel de PVC recolhidas no
comeércio do estado do Rio de Janeiro através do programa PROMAC. As amostras

foram provenientes de diversos estabelecimentos e de marcas e tamanhos variados.

4.4.1 Avaliagdo da concentragédo de migragcdo de amostras de filme flexivel de PVC

As amostras foram ensaiadas conforme o procedimento validado anteriormente
para determinacdo da migracdo especifica dos plastificantes DEHP e DEHA da
embalagem para alimentos gordurosos. Para cada plastificante, foi estimada, através
do método “bottom-Up”, a incerteza de medicdo relacionada as concentracdes de
migracdo de cada amostra. Foram utilizadas as identificacbes das amostras
estabelecidas no ensaio preliminar. A Tabela 34 apresenta as concentracdes de
DEHP e DEHA, em mg kg?, determinadas nas solucdes de migracdo provenientes
das amostras ensaiadas. As Figuras 34 e 35 apresentam graficamente os resultados
obtidos.
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Tabela 34. Migracdes especificas de DEHP e DEHA, determinadas para as amostras ensaiadas

DEHP DEHA DEHP DEHA
Amostra a 1 Amostra 1 1

mg kg mg kg mg kg mg kg
AM-01 15,6 £ 0,89 95,2+6,0 AM-20  <1,05 (LOQ) 62,8 £5,6
AM-02 <0,35 (LOD) 151 +12 AM-21 <1,05 (LOQ) 42,6 + 3,5
AM-03 114 + 14 <2,23 (LOD) AM-22 109 + 15 123 +17
AM-04 <0,35 (LOD) 26,8+24 AM-23 126,8 £7,6 <2,23 (LOD)
AM-05 <0,35 (LOD) 290+2/4 AM-24 195 +11 <2,23 (LOD)
AM-06 <0,35 (LOD) 231 +23 AM-25 167 + 23 <2,23 (LOD)
AM-07 58,7+4,0 157 +11 AM-26 5,13+0,39 119+ 15
AM-08 234 + 16 <2,23 (LOD) AM-27 50,2 +2,8 165+11
AM-09 120,6 £7,3 <2,23 (LOD) AM-28 <0,35 (LOD) 123,7+8,1
AM-10 198 £ 11 <2,23 (LOD) AM-29 162 £ 20 <2,23 (LOD)
AM-11 187 +18 <2,23 (LOD) AM-30 51,1+3,1 146,3 £ 9,6
AM-12 <0,35 (LOD) 123,9+8,8 AM-31 54,3 +3,9 190 £15
AM-13 45,8 + 2,7 136,2 £9,0 AM-32 <0,35 (LOD) 12,6 £+1,6
AM-14 304 +17 <2,23 (LOD) AM-33 20816 <2,23 (LOD)
AM-15 131,3+7,9 <2,23 (LOD) AM-34 28,4+1,6 97,4 £6,2
AM-16 168 + 18 <2,23 (LOD) AM-35 28925 <2,23 (LOD)
AM-17 <0,35 (LOD) <2,23 (LOD) AM-36 17311 10,0+ 15
AM-18 214 + 22 <2,23 (LOD) AM-37 118,5+8,3 <2,23 (LOD)
AM-19 8,20 + 0,54 <2,23 (LOD)

Figura 34. Distribuic&o grafica das migra¢@es especificas de DEHP, determinadas para as amostras

ensaiadas
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Figura 35. Distribuicdo grafica das migrac@es especificas de DEHA, determinadas para as amostras
ensaiadas
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Do total de amostras ensaiadas, vinte e sete (73 %) apresentaram resultado
insatisfatorio para DEHP e dezesseis (43 %) apresentaram resultado insatisfatorio
para DEHA. Trinta e cinco (95 %) amostras apresentaram-se insatisfatorias para pelo
menos um dos plastificantes. Somente duas (0,1 %) amostras foram aprovadas com
relacdo a concentracdo de migracdo especifica dos plastificantes DEHP e DEHA.

A legislacdo brasileira ndo prevé a interpretacdo do resultado analitico,
segundo a conformidade do mesmo, levando-se em consideracdo a incerteza de
medicdo estimada. Assim, para fins de declaracdo de conformidade da amostra
ensaiada, foram consideradas somente as concentragcbes de migracdo dos
plastificantes. Resultados superiores ao LME foram considerados insatisfatérios,
enqguanto resultados inferiores ao LME foram considerados satisfatorios.

Os resultados obtidos neste trabalho representam mais uma evidéncia da
possivel contaminacdo dos alimentos em contato com os filmes de PVC assim como
encontrado em estudos anteriores.

Em estudo conduzido na Dinamarca, cinquenta e uma amostras de filme
flexivel de PVC foram analisadas quanto a migracdo especifica do DEHA
(PETERSEN; BREINDAHL, 1998). O ensaio foi realizado através do contato da
amostra com solvente simulante isooctano por 48 horas a 40 °C. A migracao do DEHA
apresentou concentragdes entre 8,1 e 48,1 mg dm=. De acordo com o estabelecido
pela Unido Europeia (EU, 2011), um quilograma de alimento pode ser representado

por um cubo com 1 dm? de lado, sendo 1 mg dm equivale a 6 mg kg* do alimento.
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Assim, os resultados obtidos podem ser expressos de 48,6 a 288,6 mg kg? de
alimento.

Barros (2010) realizou analise de uma amostra de filme flexivel de PVC em
contato com cinco diferentes alimentos gordurosos, sendo estes 0s com maior
ocorréncia em uma pesquisa de consumo realizada durante o estudo. O ensaio de
migracdo foi realizado através do contato do alimento com o filme de PVC, e o
resultado final foi obtido pela diferenca entre o teor do plastificante no filme antes e
depois do contato. As analises do filme flexivel de PVC apresentaram migracéo
especifica do DEHP entre 79 e 2668 mg kg do alimento e migracdo especifica do
DEHA entre 38 e 659 mg kg do alimento. A amostra foi considerada insatisfatéria
quanto a migracédo dos plastificantes DEHA e DEHP para o contato com 0s cinco
alimentos selecionados.

Bazilio (2012) aponta para a migracao especifica do DEHA em concentracdes
entre 7 e 149 mg kg, dentre as quais 48% apresentaram resultado acima do limite
estabelecido na legislacdo. As analises foram realizadas com amostras de filme
flexivel de PVC em contato com solvente simulante isooctano por 48 horas a 20 °C.
Neste estudo, foi observada a presenca de DEHP nas solu¢des de migracdo, porém
ndo houve quantificacdo do plastificante. Com a determinacdo da migracao especifica
do DEHP, o indice de amostras insatisfatorias seria maior.

Os resultados obtidos nos estudos anteriores, em conjunto com os obtidos no
presente trabalho, evidenciam um problema relacionado a migracéo de plastificantes
de filmes flexiveis de PVC para alimentos gordurosos. Tais resultados expdem a
necessidade de um maior controle da producéo dos filmes flexiveis de PVC utilizados,
e confirmam a importancia da implementacdo do método validado no setor de
contaminantes organicos do INCQS.

Durante o ensaio de seletividade, na andlise por CG-EM, foi possivel observar
em duas amostras das seis analisadas, a possivel presenca de citrato de acetiltributila,
substancia utilizada como plastificantes em resinas de PVC. A avaliagcdo dos
resultados obtidos demonstrou uma compatibilidade de 84% do espectro de massas
da substancia observada nas amostras com o espectro de massas disponivel na
biblioteca de espectros de massas. Porém, para a confirmacgéo da sua identificacéo e
presenca nas amostras, se faz necessaria a analise de um padréo do plastificante. A
legislacdo brasileira cita o plastificante como um possivel aditivo ou adjuvante de

polimerizacdo, porém, ndo define LME para a substancia.
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4.5 AVALIACAO TOXICOLOGICA DOS PLASTIFICANTES DEHP E DEHA

Segundo a literatura, os dois plastificantes sdo de grande importancia
toxicolégica. O DEHP é relacionado a diversos efeitos toxicos para a saude humana
devido a exposicdo a doses elevadas, tais como danos causados no sistema
reprodutivo, e efeitos no desenvolvimento de cancer. A utilizacdo do plastificante tem
sido reduzida em diversos paises, sobretudo na Europa. A IARC elevou o grau de
risco do DEHP, classificando o mesmo no grupo 2B (possivel agente carcinogénico
ao homem).

A avaliacdo toxicologica do DEHA esta em discussdo, tendo um recente
aumento no numero de publicacdes sobre seus efeitos no organismo. O DEHA possui
semelhancas estruturais com outras substancias ja classificadas como possiveis e
provaveis agentes carcinogénicos ao homem. O que faz com que este seja tratado
com precaucdo. No entanto, ja existem na literatura estudos com animais que
mostram o potencial toxico do DEHA, relacionando o mesmo a proliferacdo de
peroxissomas hepaticos e danos causados a gestacao, tais como prolongamento do
periodo de gestacdo e aumento relacionado & morte peri- e pés-natal. Além de danos
em parametros especificos do sistema reprodutivo masculino.

O citrato de acetiltributila, possivel plastificante observado nas amostras de
filme de PVC, nédo é classificado pela IARC. Segundo o Comité Cientifico para
Toxicidade, Ecotoxicidade e Ambiente da Unido Europeia, a partir de um estudo em
voluntarios humanos com exposi¢do bucal a discos de PVC contendo o plastificante,
foi estimada uma dose oral diaria maxima de 227 mg kg* de peso corporal. Um estudo
de 13 semanas em ratos com exposicao in utero identificou um NOAEL de 100 mg kg
1 de peso corporal por dia, com taxas de sobrevivéncia e crescimento semelhantes
em todos os grupos (CSTEE, 2004).
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5 CONCLUSAO

* As amostras ensaiadas durante o ensaio preliminar apresentaram
migracdo especifica para DEHP e DEHA, sendo observado ao menos um dos
plastificantes em 97% do total de amostras. Os resultados observados foram utilizados
para escolha dos plastificantes a serem utilizados na validacdo do método analitico.

« O método desenvolvido para deteccdo e quantificacdo da migracdo do
DEHP e do DEHA a partir de filmes flexiveis de PVC em simulante etanol 95 % foi
considerado adequado ao proposito. Todos o0s parametros avaliados como
linearidade, efeito de matriz, seletividade, repetibilidade, precisdo intermediaria e
robustez apresentaram resultados satisfatérios para as faixas de concentracdo
definidas na validacdo do método.

 Com base no método validado foi elaborado um procedimento operacional
para o ensaio de migracdo. O procedimento ird padronizar o ensaio realizado no
laborat6rio de contaminantes organicos do Departamento de Quimica do INCQS,
sendo futuramente um possivel candidato para o aumento do escopo de acreditacédo
do laboratorio, pelo INMETRO. Contudo, € necessario que se estabeleca um processo
de melhoria continua, avaliando na rotina do laboratério a aplicacdo do procedimento.

* As amostras de filme de PVC ensaiadas apresentaram resultados para a
migracdo especifica de DEHA entre néo detectavel (<2,23 mg kg?) e 190 mg kg de
solvente simulante, dentre as quais 43 % apresentaram resultado acima do limite
estabelecido na legislacdo (18 mg kg?). Dezoito amostras (50 %) apresentaram
migracao especifica de DEHA abaixo do limite de deteccdo do método (2,23 mgkg™).
Para o DEHP, as amostras apresentaram resultados entre ndo detectavel (<0,35 mg
kg') e 304 mg kg, dentre as quais 73 % apresentaram resultado acima do limite
estabelecido na legislacéo (1,5 mg kg). Oito amostras (22 %) apresentaram migracao
especifica de DEHP abaixo do limite de deteccdo do método (0,35 mgkg?), e duas
(0,1 %) apresentaram migracao especifica do DEHP abaixo do limite de quantificacéo
do método (1,05 mg kg™).

* O indice de reprovacédo de amostras analisadas pelo método anteriormente
desenvolvido pelo setor de contaminantes organicos do INCQS, somente com relagcéo
ao DEHA, foi de 40 %. Com a inclusdo da determinacdo da migracdo especifica do
DEHP, o indice de reprovacdo de amostras subiu para 95 %, confirmando a

importancia da determinacéo da migracéo especifica dos dois plastificantes.
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* Diante dos resultados encontrados e da possibilidade de danos a saude do
ser humano, se faz necessaria uma maior conscientizacéo sobre a utilizacdo do DEHP
e do DEHA em filmes flexiveis de PVC. Autores tém apontado para a utilizacao de
plastificantes de maior peso molecular como uma alternativa de menor risco a saude.
No entanto, plastificantes como o DEHA e o DEHP continuam sendo utilizados em um
grande numero de filmes flexiveis de PVC, como evidenciado neste estudo. Para que
este cenario se altere, € necessario um maior controle dos filmes de PVC
comercializados, devendo haver um aumento da fiscalizagdo sobre o produto final,
vendido ao consumidor e ainda sobre os filmes utilizados no comércio, para
embalagem de alimentos.

* Assim, o método desenvolvido e validado ser4 uma importante ferramenta
de suporte para a fiscalizacao junto a vigilancia sanitaria. Através da determinacédo da
migracdo especifica dos plastificantes DEHA e DEHP em filmes flexiveis de PVC
comercializados, € possivel levantar dados com a finalidade de direcionar acdes
regulatérias para promover uma maior confiabilidade nos produtos disponiveis a
populacdo. Porém € necessario que as ac¢des tomadas, com base nos ensaios
laboratoriais, sejam eficazes, devendo ainda haver acées no sentido da prevencao,
através da promocdo da informacdo. E necessario ainda um estudo futuro para
identificagdo e quantificacdo de outros possiveis plastificantes utilizados nos filmes
flexiveis de PVC.
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ANEXO A - CROMATOGRAMAS DE IONS TOTAIS REFERENTES AS
AMOSTRAS.

Cromatograma de ions totais referente a amostra AM-06.
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Cromatograma de ions totais referente a amostra AM-15.

Abundancia

750000

700000

650000

600000

550000

500000

450000

400000

350000

300000

250000

200000

150000

100000

50000

DEHP (27,109 min)

T e L B o o e
10.00 15.00 20.00 25.00

e B e e B B N e e e B LS B B B
30.00 35.00 40.00 45.00 50.00

Tempo

117



Cromatograma de ions totais referente a amostra AM-17.
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Cromatograma de ions totais referente a amostra AM-37.
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ANEXO B - ESPECTROS DE MASSAS OBTIDOS PARA OS PLASTIFICANTES

DEHA E DEHP OBTIDOS NAS AMOSTRAS

Espectro de massas do plastificante DEHA referente a amostra AM-06.
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Espectro de massas do plastificante DEHP referente a amostra AM-15.
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Espectros de massas dos plastificantes DEHA e DEHP referentes a amostra AM-30.

Abundancia

Abundancia

8000

60004

4000/

20004

112

Varredura (m/z = 100 a 400) — 25,142 min - DEHA

147

24
1e0 185199212225 | 259 281294 313327341355 371 393

(og

100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400

8000

6000/

4000

2000

113

1\"%2

Razdo massa/carga (m/z)

140 Varredura (m/z = 100 a 400) — 27,102 min - DEHP

167

279
| | 180195210 236250263 ‘

307322 _ 34‘5‘ 362 384397

L I e s s e B B B S R O LS LI B e B B

120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400

Razdo massa/carga (m/z)

Espectro de massas do plastificante DEHP referente a amostra AM-37.

Abundancia

Varredura (m/z = 100 a 400) — 27,105 min - DEHP

149
8000
6000
4000/ 167
2000
104 279
ol 417132 | | 180 202217231 249263 | 296 314320 384 374 397

100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400

Raz&do massa/carga (m/z)



122

ANEXO C - CROMATOGRAMAS DOS iONS FRAGMENTO DOS
PLASTIFICANTES DEHA E DEHP REFERENTES A MISTURA PADRAO E AS
AMOSTRAS

Cromatogramas dos ions fragmento monitorados dos plastificantes DEHA e DEHP
referentes a mistura padrao.
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Cromatogramas dos ions fragmento monitorados do plastificante DEHA referente a
amostra AM-06.
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Cromatogramas dos ions fragmento monitorados dos plastificantes DEHA e DEHP

referentes a amostra AM-07.
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Cromatogramas dos ions fragmento monitorados do plastificante DEHP referente a

amostra AM-15.

Abundancia Abundancia

Abundancia

fon 149 — Amostra AM-15 (DEHP)

300000 2 fu e
250000
200000
150000
100000
50000
© 26‘.20 26i40 26160 26‘. 80 27100 27i20 27‘.40 27i60 27‘. 80
Tempo
fon 167 — Amostra AM-15 (DEHP)
300000 - - 7
250000
200000
150000
27.11
100000 A
50000 /‘ \
o | , | , AN , , ,
26.20 26.40 26.60 26.80 27.00 27.20 27.40 27.60 27.80
Tempo
200000 fon 279— Amostra AM-15 (DEHP)
250000
200000
150000
100000
50000 27.10
;

Tempo



128

Cromatogramas dos ions fragmento monitorados dos plastificantes DEHA e DEHP
referentes a amostra AM-30.
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Cromatogramas dos ions fragmento monitorados do plastificante DEHP referente a
amostra AM-37.
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ANEXO D — PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO PARA A
DETERMINACAO DA MIGRACAO ESPECIFICA DOS PLASTIFICANTES DEHA E
DEHP DA EMBALAGEM PARA ALIMENTOS GORDUROSOS

SUMARIO

. Objetivo

. Campo de aplicacéo
. Definicdes

. Siglas

. Condicbes gerais

o 01 A W DN PP

. CondicOes especificas

1. OBJETIVO

Este POP fixa condi¢cdes, padroniza, define e estabelece regras e
recomendacdes que devem ser aplicadas no Setor de Contaminantes, area de
migrantes organicos, para a determinacao da migracao do adipato de di-(2-etil-hexila)
- DEHA e do ftalato de di-(2-etil-hexila) - DEHP provenientes de amostras de filmes

flexiveis de PVC destinadas a acondicionar alimentos gordurosos.
2. CAMPO DE APLICACAO

Este POP se aplica na determinacdo da migracdo do adipato de di-(2-etil-
hexila) e do ftalato de di-(2-etil-hexila) provenientes de amostras de filmes flexiveis
de PVC.

3. DEFINICOES

Para efeito deste POP, s&o adotadas as seguintes definigdes:
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3.1 — Filme Flexivel de PVC

Filme plastico flexivel confeccionado de poli-(cloreto de vinila) plastificado com
adipato de di-(2-etil hexila) e/ou ftalato de di-(2-etil-hexila), utilizado no
acondicionamento de alimentos.
3.2 — Plastificante

Substancia quimica denominada de aditivo que é incorporada normalmente no
processo de fabricacdo da resina (polimero) objetivando a modificacdo das
propriedades mecanicas do material.
3.3 - Alimentos gordurosos

S&o alimentos que contenham gordura ou Oleos entre seus componentes.
3.4 — Simulante

Substancia que simula as caracteristicas fisico-quimicas do alimento e que, por
possuir uma composi¢cao mais simples que o alimento, € utilizado para realizacédo de
ensaios de migracao.
3.4.1 - Simulante D

E o simulante de escolha para alimentos gordurosos. A Resolugdo n.° 51, de
26 de Novembro de 2010, estabelece os seguintes simulantes D: 6xido de polifenileno
modificado, isooctano e etanol 95%.

3.5 — Repeticéo

Aliguotas de uma mesma amostra preparadas e analisadas

independentemente.
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3.6 — Replicata

InjecOes, leituras de uma mesma aliquota de analise.

4. SIGLAS

Sao utilizadas no texto deste POP as seguintes siglas:
CQl - Controle de Qualidade Interno

DEHA - Adipato de di-(2-etil-hexila)

DEHP - Ftalato de di-(2-etil-hexila)

5. CONDICOES GERAIS

A determinagéo da migracdo dos plastificantes DEHA e DEHP baseia-se em
deixar 1 dm? do filme em contato com 100 mL de etanol 95 % a (20 + 2,0) °C por 48 h
+ 30 min (condi¢cbes tempo x temperatura estabelecidos pela Resolucédo n° 51, de 26
de Novembro de 2010 para o simulante etanol 95 %), e posterior analise por

cromatografia a gas da solucdo de migracao resultante.

6. CONDICOES ESPECIFICAS

6.1 — Vidraria

a) Baldes volumétricos calibrados de 50 e 100 mL;

b) Erlenmeyers com tampa esmerilhada de vidro de 250 ou 500 mL;

c) Bureta de 100 mL calibrada ou dispensador de liquidos de 100 mL calibrado ou
pipeta volumétrica de 100 mL calibrada;

d) Bureta de 5 ou 10 mL calibrada;

e) Pipetas volumétricas calibradas de 20 e 25 mL;

f) Funil de vidro.
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6.2 — Equipamentos

a) Balanca analitica de resolucédo 0,01 mg calibrada;

b) Cromatografo a gas, equipado com detector por ionizagdo em chama, qualificado;

c) Coluna de silica fundida com 5% de fenilmetilsilicone nas dimensdes 30 m x 0,25
mm x 0,25 pm;

d) Moldes de 0,5 ou 1 dm?.

A coluna cromatogréafica descrita acima € a utilizada neste laboratério com as
condicbes estabelecidas no item 6.5 deste POP. Para colunas de diferentes
polaridades, ou diferentes fabricantes, as condi¢cdes cromatograficas poderdo ser

outras.

6.3 - Materiais de referéncia e reagentes

a) Etanol com pureza acima de 99%;

b) Adipato de di-(2-etil-hexila) com pureza acima de 95%;

c) Ftalato de di-(2-etil-hexila) com pureza minima de 95%;

d) Material de referéncia de filme flexivel de PVC com migracdes de DEHA e DEHP
para alimentos gordurosos conhecidas e adquirido de fabricante sendo sua
homogeneidade testada;

e) Agua desionizada tipo 1 ou 2.
6.4 — Controle de Qualidade Interno

Uma amostra de controle de qualidade interno (CQIl) deve ser preparada
através de um material de referéncia de filme flexivel de PVC ou amostra de filme

flexivel de PVC, com migracbes de DEHA e DEHP para alimentos gordurosos

conhecidas. Realizar todos 0s passos para preparo da amostra descritos no item 6.8.

6.4.1 — Preparo da Carta Controle
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Preparar uma carta controle como descrito no POP 65.3120.125 - Controle de
Qualidade Interno.

6.4.2 — Andlise das Amostras de Controle de Qualidade Interno

Analisar um controle de qualidade interno a cada batelada de analise,
realizando trés repeticdes do ensaio, e transportar a média dos trés resultados (em

mg kg?) para a carta controle.

6.4.3 — Avaliacdo dos Resultados

Avaliar os resultados obtidos para cada controle de qualidade interno analisado
conforme descrito no POP 65.3120.125 — Controle de Qualidade Interno.

6.5 — Condi¢bes cromatograficas

a) Detector: detector por ionizagdo em chama,;

b) Vaporizador: vaporizador sem diviséo de fluxo;

c) Coluna: 5 % fenilmetilsilicone (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm);

d) Temperatura do injetor: 250°C;

e) Temperatura do detector: 320°C;

f) Temperatura da coluna: 150°C (10 min) &:C/min 5 300°C (20 min);
g) Volume Injetado: 2 uL;

h) Fluxo de Helio = 1,86 mL/min;

1) Fluxo de H2= 30 mL/min;

j) Fluxo de ar = 300 mL/min;

k) Modo de injecao: sem divisédo de fluxo.

As condi¢des descritas acima séo relativas ao cromatografo a gas modelo
Shimadzu GC-2010 com detector por ionizagdo em chama equipado com a respectiva
coluna cromatografica. Para outros equipamentos e/ou colunas cromatograficas

devem ser efetuadas modificacdes segundo as necessidades operacionais.

6.6 — Confeccao da curva analitica
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A curva analitica deve ser preparada durante cada batelada de anédlise com trés
niveis de concentracao, analisados em triplicata. A curva analitica sera confeccionada
através das solugbes de trabalho Pi; P2 e Ps, com concentragbes nominais,
respectivamente, de 2,5, 21 e 40 mg de DEHA por kg de etanol 95 % e 0,6, 5,3 € 10,0
mg de DEHP por kg de etanol 95 %.

6.6.1 — Preparo da solucao estoque de DEHA

Medir em balanca analitica calibrada (100 + 10) mg de DEHA. Transferir
guantitativamente para um baldo de 50 mL calibrado. Solubilizar com quantidade
apropriada de etanol 95 % e avolumar até a marca do baldo. A solu¢éo estoque possui
concentracdo nominal de 2000 mg L1, sendo necessario determinar sua concentragéo
corrigida através da massa medida e do volume do baldo contido no seu respectivo

certificado de calibrag&o. A solugéo estoque deve ser armazenada em geladeira.

6.6.2 - Preparo da solucéo estoque de DEHP

Medir em balanca analitica calibrada (50 * 5) mg de DEHP. Transferir
guantitativamente para um baldo de 100 mL calibrado. Solubilizar com quantidade
apropriada de etanol 95 % e avolumar até a marca do baldo. A solu¢éo estoque possui
concentracdo nominal de 500 mg L, sendo necessario determinar sua concentragao
corrigida através da massa medida e do volume do baldo contido no seu respectivo

certificado de calibragc&o. A solucéo estoque deve ser armazenada em geladeira.

6.6.3 - Preparo da solugéo intermediaria

Medir utilizando pipetas volumétricas de 25 mL calibradas, 25 mL das solucdes
estoques de DEHA e DEHP. Transferir para um baldo volumétrico de 100 mL calibrado
e avolumar a marca com etanol 95 %. As concentra¢cdes nominais dos plastificantes

DEHA e DEHP na solucdo intermediaria sdo 500 e 125 mg L, respectivamente,
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sendo necessério determinar sua concentracdo verdadeira através dos volumes das
pipetas e do baldo contidos nos seus respectivos certificados de calibragdo. As
identificacbes das pipetas e do baldo devem ser registradas no formulario de registros

do ensaio.

6.6.4 — Preparo das solucgdes de trabalho

Medir utilizando bureta de 5 ou 10 mL calibrada, 0,2, 1,7 e 3,2 mL da solucéo
intermediaria. Transferir para baldes de 50 mL calibrados e avolumar a marca com
etanol 95 %. As concentragbes nominais das solucdes de trabalho sao 2,5, 21 e 40
mg kg* para o DEHA e 0,6, 5,3 e 10,0 mg kg*! para o DEHP, sendo necessario
determinar suas concentracdes verdadeiras através dos volumes da bureta e dos
balbes contidos nos seus respectivos certificados de calibragdo. As identificaces da
bureta e dos balGes devem ser registradas no formulario de registros do ensaio.

6.7 — Verificacdo da curva analitica

6.7.1 — Preparo das solucdes estoque de verificagdo da curva analitica

Preparar solucdes estoque de DEHA e DEHP com aproximadamente 500 e
2000 mg L%, respectivamente, conforme itens 6.6.1 e 6.6.2. As solu¢bes estoque de
verificagdo da curva analitica devem ser preparadas através de padrdes de DEHA e
DEHP de lotes diferentes dos utilizados para o preparo das solugdes estoque

utilizadas no preparo das solucdes de trabalho da curva analitica.

6.7.2 — Preparo da solucao de verificacdo da curva analitica

Medir utilizando pipetas volumétricas de 1 mL calibradas, 1 mL das solu¢des
estoque de verificagdo da curva analitica. Transferir para um baldo de 100 mL
calibrado e avolumar a marca com etanol 95 %. As concentracfes nominais dos

plastificantes DEHA e DEHP na solug&o de verificacdo da curva analitica sédo 25 e 6,2
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mg kg?, respectivamente, sendo necessario determinar suas concentragées corrigidas
através dos volumes das pipetas e do balédo contidos nos seus respectivos certificados
de calibracédo. As identificacbes das pipetas e do baldo devem ser registradas no

formuléario de registros do ensaio.

6.7.3 — Andlise da solucéo de verificacdo da curva analitica

Analisar uma solucédo de verificagdo da curva analitica a cada batelada de

andlise (item 6.10), realizando trés inje¢des da solucéo.

6.7.4 — Avaliacao dos resultados

Determinar as concentragcbes médias de DEHA e DEHP na solugdo de
verificacdo da curva analitica como descrito no item 6.11.1. Comparar, as
concentracfes experimentais determinadas através da curva com as concentracdes
corrigidas através dos volumes das aliquotas das solucdes e do baldo e calcular a
diferenca percentual. Para cada plastificante, a variacdo méxima entre as duas
concentracdes deve ser de 20%.

corr. exp.

D(%) = x100
corr.
Onde:
D(%) = Diferenca percentual entre as concentracdes corrigida e experimental;
Cecorr. = Concentracao corrigida,
Cexp. = Concentracao experimental.

6. 8 — Preparo da amostra

Munido de luvas cortar uma area de 1 dm? da amostra, com auxilio de bisturi,
utilizando molde de 0,5 ou 1 dm? e transferir para um erlenmeyer com tampa.
Adicionar cuidadosamente com o auxilio de uma bureta calibrada de 100 mL ou
dispensador de liquidos de 100 mL, 100 mL de etanol 95 % em cada erlenmeyer.

Acondicionar o sistema em estufa a 20 °C com uma tolerancia de + 2 °C, levando-se
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em consideracgéo a incerteza e o erro do termdmetro, por 48 horas com uma tolerancia
de + 30 minutos. ApGs esse periodo, homogeneizar a solucéo e retirar o filme do
contato com o solvente simulante. Realizar trés repeticdes do ensaio. Caso haja a
necessidade de diluicdo das solucbes proceder como descrito no item 6.9.

A leitura da temperatura da estufa deve ser medida através do termdmetro
digital externo, com capacidade de leitura de temperaturas maxima e minima. As
identificagbes do termdmetro, da estufa, do molde e da bureta ou do dispensador de
liguidos devem ser registradas no formulario de registros do ensaio.

6.9 — Diluicdo das amostras

Caso a concentragdo de DEHA ou DEHP de uma solugdo de migracao
proveniente da amostra se encontre acima da faixa de trabalho, diluir cada solucao de
maneira que a concentracao final esteja a mais proxima possivel do ponto médio da
curva analitica. Realizar a diluicao das solu¢Bes com o auxilio de pipetas volumétricas
calibradas de volume apropriado e baldes volumétricos calibrados de volume
apropriado.

As identificacOes das pipetas e dos baldes volumétricos utilizados devem ser

registradas no formulario de registros do ensaio.

6.10 — Preparo da batelada de analise

Colocar em frascos de analise (vials) de vidro de 2 mL, as aliquotas das
solugbes a serem analisadas. Colocar no suporte do injetor automatico do
cromatografo a gas uma amostra em branco (etanol 95%) seguida dos frascos de

analise contendo, na ordem:

a) Aliquota da solucéo de trabalho Pz;

b) Em qualquer ordem, as aliquotas das solu¢cdes de migracdo provenientes da
amostra (trés repeticbes agrupadas), as aliquotas do CQI (trés repeticdes
agrupadas), a aliquota da solucdo de trabalho P2 e a aliquota da solugédo de
verificagcdo da curva analitica;

c) Aliquota da solucéo de trabalho Ps.
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Injetar 2uL de cada solugdo nas condi¢Ges descritas no item 6.5. Medir as
areas dos picos correspondentes aos tempos de reten¢cdo do DEHA e do DEHP.
6.11 — Determinacdo da Migracdo de DEHA e DEHP em Alimentos Gordurosos, (mg

kg™)

A guantificacdo dos plastificantes DEHA e DEHP em mg kg seré feita por

interpolacdo da area dos picos cromatograficos nas curvas analiticas.

6.11.1 — Calculos dos parametros de regressao

A=bC(mgkg™) +a

Entdo, a concentracdo de migracdo dos plastificantes em mg kg* de solvente

simulante é:

C(mgikg?) = A=), 100

b Vsolv.

Onde,
C = Concentracéo do plastificante em mg kg;
A = Area do pico cromatogréafico correspondente aos plastificantes;
a = Intersecdo da equacdo da reta obtida pela curva analitica;
b = Inclinacdo da equacao da reta obtida pela curva analitica;
V.. = Volume de solvente simulante.

6.11.2 — Resultados

A migracéo final de cada plastificante € dada pela média das trés repeticdes da

amostra.

6.12 — Avaliacéo

A Resolucdo n° 17, de 17 de margo de 2008 da Agéncia Nacional de Vigilancia

Sanitaria (ANVISA) estabelece o limite de migracdo especifica do adipato de di-(2-etil-
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hexila) em 18 mg de DEHA por kg de solvente simulante. Para o ftalato de di-(2-etil-
hexila), o limite de migracéo especifica estabelecido é de 1,5 mg de DEHP por kg de
solvente simulante.

6.14 — Armazenamento das Amostras

As amostras devem ser armazenadas em temperatura ambiente.



