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RESUMO

VAN BEIK, Junior. Microextracdo liquido-liquido dispersiva para determinacao
de Bisfenol A em amostras de agua por cromatografia liquida de alta eficiéncia.
2017. 52 f. Trabalho de Concluséo de Curso (Tecnologia em Alimentos) -
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Ponta Grossa, 2017.

A microextragdo liquido-liquido dispersiva (DLLME) combinada com Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) foi proposta para extracdo e determinacdo de
bisfenol A (BPA) em amostras de agua. Nas condi¢cdes otimizadas, o método
proposto permitiu alcancar um limite de deteccdo (LOD) de 1,3 ug L e desvio
padrdo relativo menor que 6,7%, demonstrando a boa precisdo do método proposto.
Um fator de enriquecimento de 18 foi encontrado, a exatidao foi avaliada por meio
de testes de recuperacdo, os valores de recuperacdo obtidos (91 a 95%),
demonstram a boa exatiddo do método proposto. Os testes de migracdo foram
realizados para avaliar a possivel migracdo de BPA das garrafas plasticas de
diferentes materiais (policarbonato e polipropileno) para amostras de agua.
Considerando as condicbes avaliadas, os resultados obtidos mostraram que a
migracdo de BPA de garrafas para a agua nao foi significativa, uma vez que as
concentragbes de BPA encontradas eram muito menores do que o0s limites
estabelecidos para BPA em amostras de agua (0,6 mg L1). Nas amostras de agua
mineral comercial analisadas, as concentracdes de BPA determinadas estavam
abaixo do limite de BPA estabelecido para a legislacdo brasileira.

Palavras-chave: Pré-concentracédo, Migracdo de BPA, garrafas plasticas.



ABSTRACT

VAN BEIK, Junior. Dispersive liquid-liquid microextration for bisphenol A
determination in water samples by high performance liquid chromatography.
2017. 52 p. Graduation Final Report in (Food Technology) - Federal Technology
University - Parana. Ponta Grossa, 2017.

The dispersive liquid-liquid microextration (DLLME) combined to high performance
liquid chromatography (HPLC) was proposed for extraction and determination of
bisphenol A (BPA) in water samples. At the optimized conditions the proposed
method allowed limit of detection (LOD) of 1,3 pug L and relative standard deviation
up to 6,7 %, demonstrating the good precision of the proposed method. An
enrichment factor of 18 was found, an accuracy was assessed by means of recovery
tests, the recovery values obtained (91 to 95%), demonstrate the good accuracy of
the proposed method. Migration tests were performed in order to evaluate the
possible migration of BPA from plastic bottles from different materials (polycarbonate
and polypropylene) to water samples. Considering the evaluated conditions, the
obtained results showed that the migration of BPA from bottles to the water was not
significant, since the BPA concentrations found were much lower than those limits
established for BPA in water samples (0,6 mg L1). In the analyzed commercial
mineral water samples, the determined BPA concentrations were below the BPA limit
established for Brazilian Legislation.

Keywords: Pre-concentration, BPA migration, Plastic bottles.
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1 INTRODUCAO

O bisfenol A (BPA) € um monémero empregado como intermediario de
varios processos de manufatura industriais, tais como na producdo de
policarbonatos (PC), misturas de PC, resinas epoxi (PEDERSEN et al., 2015),
retardantes de chama e varios tipos de papéis térmicos para copias sem carbono
(MONTAGNER, 2010). O PC devido a suas boas propriedades fisicas e quimicas é
utilizado na fabricacdo de componentes eletronicos, industriais e de embalagens, as
quais podem ser utilizadas para alimentos, como garrafas plasticas, copos e
recipientes (SANA SUNGUR et al., 2014).

A atividade estrogénica do BPA vem sendo reportada desde 1993 por
Krishnan et al., (1993). Estudos in vitro demonstraram que existem efeitos do BPA
mesmo em baixas concentragcdes, como a interrup¢ao da agdo hormonal da tireoide
e o blogueio da sintese de testosterona (GOMEZ et al., 2009). No Brasil a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) por meio da RDC n° 56, de 16 de
novembro de 2012, estabelece a proibicdo do uso do BPA em mamadeiras e artigos
similares destinados a alimentacdo de lactentes (criancas menores que doze meses
de idade) e o limite de migracdo especifica para o alimento em 0,6 mg Kg*. Neste
sentido, a determinacdo de BPA em amostras de alimentos armazenadas em
embalagens plasticas, tais como agua mineral, € fundamental para o controle de
qualidade e seguranca alimentar dos consumidores.

Considerando que o BPA se encontra, geralmente, em concentracdes baixas
(ug L1), é fundamental que os métodos analiticos possuam uma detectabilidade
suficientemente sensiveis para alcancar baixos limites de detec¢cdo (LOD).
Principalmente nestes casos, a etapa de preparo de amostra € crucial para a
eficiéncia de uma analise quimica.

Diante disso a microextracao liquido-liquido dispersiva (DLLME) apresenta-
se como uma G6tima alternativa para preparo de amostras de alimentos e ambientais,
pois se baseia na particdo do analito entre a fase doadora (amostra) e aceptora
(solvente organico), onde a polaridade do analito determina sua solubilidade na fase
aceptora (Moreira et al., 2014; Rezaee et al., 2006), possibilitando a eficiente
extracdo e pré-concentragdo dos analito em solucdo. Nesse sentido, a extracdo e

pré-concentracdo de BPA em amostras de agua por DLLME apresenta vantagens
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em relacdo aos procedimentos convencionais como a extragao liquido-liquido (LLE —
liquid-liquid extraction) e a microextracdo em fase liquida (LPME - liquid phase
microextraction), tais como, baixo tempo de extracdo, rapidez, baixo custo, e a
obtencao de altos valores de enriquecimento (MOREIRA et al.; 2014).

Desse modo o objetivo do presente trabalho é a determinacdo do BPA em
amostras de agua armazenadas em diferentes materiais plasticos, apdés a
otimizagcdo de parédmetros da DLLE como tipo e volume do solvente extrator e
dispersor, forca ibnica e pH.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Determinar a concentracdo de bisfenol A (BPA) em amostras de &gua
mineral armazenadas em recipientes plasticos por Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia (HPLC) apds microextracao liquido-liquido dispersiva (DLLME).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Otimizar as condi¢cdes cromatograficas para a determinacdo de BPA em
amostras de agua, fluxo e composicao da fase mével;

e Otimizar o tipo e o volume dos solventes extrator e dispersor, pH e a forca
ibnica da solucéo para realizacdo da DLLME, visando uma maior eficiéncia da
extracao e pré-concentracdo do BPA;

e Determinar os parametros de mérito: faixa linear, coeficiente de correlacéo
linear (R?), desvio padréo relativo (RSD), limite de deteccédo (LOD), limite de
quantificacdo (LOQ), fator de enriquecimento (FE) e avaliar a exatiddao do
método proposto, por meio de testes de recuperacgao;

e Aplicar o método para avaliagdo da migracdo de BPA em diferentes amostras

de 4gua armazenadas em recipientes plasticos.



16

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A embalagem esta presente na vida das pessoas em toda parte do planeta,
seja em paises desenvolvidos ou em emergentes. Atualmente convivemos com
muitos produtos embalados, provenham eles de forma industrial ou artesanal,
(BERNARDO et al.,, 2015). Segundo Freire et al., (2008) as embalagens
desempenham um papel fundamental na industria alimenticia gracas as suas
inimeras fungdes. Além de conter o produto, a embalagem é muito importante na
sua conservacao, mantendo qualidade e seguranca e atuando como barreira contra

fatores responséaveis pela deterioracdo quimica, fisica e microbioldgica.

Com o inicio da Revolucdo Industrial no século XVIIl, o surgimento da
producdo em série e consequentemente a producdo em larga escala, o uso de
embalagens trouxe um grande crescimento, tendéncia que percorre até os dias
atuais, utilizando como matéria prima diversos tipos de materiais como: lata, papel,
vidro, aluminio, plastico, dentre outros (MOURA; BANZATO, 1997).

O material que revolucionou o mercado de embalagens foi o plastico, como
observado por Charlotte e Fiell (2001), os polimeros sintéticos ao serem introduzido
pela primeira vez em 1940, modificaram a pesquisa e aplicacdo de materiais do
século XX. O seu desenvolvimento € atribuido ao quimico inglés Alexander Parkes
por volta de 1840. Assim como o papel essa novidade trouxe consigo infinitas
possibilidades para a criagdo de embalagens, isso devido a sua flexibilidade
podendo assumir variados formatos. Os materiais plasticos usados na embalagem
sdo muito diversificados na sua estrutura quimica e apresentam propriedades
versateis em funcdo do processamento, dos aditivos incorporados e da combinacdo
com outros polimeros (JORGE, 2013).

As embalagens plasticas atualmente sdo usadas em aproximadamente 80%
dos alimentos pré-preparados e conservados, tem-se como exemplo a resina
Politereftalato de etileno (PET), a mais utilizada na producdo de embalagens para
alimentos e com uma demanda crescente principalmente para garrafas de bebidas
carbonatadas, dgua mineral e Oleos comestiveis (TOMISAWA, 2017). Ela traz
consigo a vantagem de ser translicido e de oOtima resisténcia mecéanica, podendo
ser moldada em vérios processos (BARAO, 2011). Os filmes plasticos flexiveis, por

sua vez, sdo muito utilizados em sacarias, lacres, embalagens secundarias em
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substituicdo a caixa de papeldo e terciarias como no caso de envolvimento de
paletes (DANTAS; LIMA, 2007).

3.1 TIPOS DE POLIMEROS EM EMBALAGENS PLASTICAS

A obtencdo das embalagens plasticas é realizada a partir de polimeros
organicos ou inorganicos de alto peso molecular, constituidos de unidades
estruturais unidas entre si por ligacées covalentes formando cadeias lineares ou
modificadas (KAREL; LAND, 2003). O plastico, como é denominado comercialmente,
€ um material que tem a capacidade de ser moldado em condi¢cdes especiais de
calor e pressao (TRIBST et al., 2008). Segundo Jorge (2013) os plasticos podem ser
classificados em homopolimeros ou copolimeros de acordo com o numero de
unidades basicas de natureza quimica (mondémeros) que compdem as
macromoléculas. Em varios casos, os nomes dos polimeros sdo derivados dos

mondmeros antecipados do prefixo poli.

Atualmente existe a producdo de todos os tipos de polimeros desde os
naturais até os sintéticos. Basicamente todas as embalagens que contém o0s
alimentos séo fabricadas a partir de polimeros sintéticos, para uma melhor
organizacdo e identificacdo a Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT)
estabeleceu a norma ABNT NBR 13230 de 2008, que trata dos simbolos de
identificacdo dos materiais plasticos reciclaveis, a Figura 1 apresenta 0s seis

materiais com seus respectivos simbolos.
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Figura 1. Simbolos de identificacdo dos materiais plasticos segundo a norma ABNT NBR
13230. Politereftalato de etileno (PET); Polietilenode alta densidade (PEAD);Policloreto de
Vinila (PVC);Polietileno de baixa densidade (PEBD); Polipropileno (PP); Poliestireno (PS);

Policarbonato (PC) e outros.

ALH I

PET PEAD PVC PEBD

A

PP PS QOutros

Fonte: Adaptado de Coltro e Duarte (2013)

3.1.1 Politereftalato de etileno (PET)

O politereftalato de etileno (PET), foi desenvolvido em 1941 pelos quimicos
ingleses Whilnfield e Dicson, mas sO a partir de 1950 comecou a ser utilizado em
escala industrial nos Estados Unidos pela empresa norte americana E.| Du Pont de
Nemours, e também na Inglaterra onde era utilizado na fabricacdo de fibras
(ROMAO; SPINACE; PAOLI, 2009). Somente nos anos 70, apds cuidadosa reviséo
dos aspectos de seguranca e meio ambiente elas comecaram a ser usadas.
Atualmente elas sao as fibras sintéticas comercialmente mais importantes da familia
dos poliésteres além de serem as mais produzidas no mundo, sendo amplamente
utilizada na fabricagéo de garrafas (TOMISAWA, 2017).

A obtencdo do PET é proveniente da reacdo do acido tereftdlico com o
etileno glicol a uma alta temperatura com o emprego de catalisador. Ao fim do

processo se obtém um poliéster, a Figura 2 ilustra sua estrutura quimica.

Figura 2. Estrutura quimica do Politereftalato de etileno

H DCHECHEDGDOCG OCH,CH50H

Il

(PET)

Fonte: Adaptado de Batista (2010).
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Ele apresenta certas propriedades como ser transparente, brilhante, leve e
facilidade de moldagem, caracteristicas que proporcionam alta resisténcia mecanica
(impactos), outra peculiaridade é sua capacidade de barreira a gases e odores.
Devido a essas caracteristicas e ao seu peso ser muito menor que as embalagens
tradicionais, ele € largamente utilizado pelas industrias de bebidas por reduzir o
custo de transporte e producéo (LIMA, 2001).

O PET pode ser usado em um enorme numero de aplicagbes gragas a sua
versatilidade, mas € nas industrias de bebidas que ele se destaca, desde a década
de 1990 a sua aplicacdo vem se expandindo, principalmente na indastria de
refrigerantes onde ele vem substituindo cada vez mais outros tipos de embalagens,
como o vidro (BARAO, 2011). Outras indistrias como o de envase de agua mineral
e Oleos comestiveis também vém utilizando esse tipo de embalagens (BATISTA,
2010).

3.1.2 Polietileno (PE)

O polietileno (PE) é um termoplastico transparente, obtido pela polimerizacao
de olefinas (hidrocarbonetos insaturados). Baseado na sua estrutura molecular, ele
pode se apresentar linear ou ramificado, este tipo de estrutura ira influenciar a
densidade aparente do polimero de tal modo que existam polietileno de alta (PEAD),
média e baixa densidade (PEBD). Sua resisténcia e flexibilidade séo fatores

essenciais para as numerosas opcoes de embalagem (FABRIS et al., 2006).

A Figura 3 ilustra a estrutura do polietiieno, uma das mais simples se
comparado a outros polimeros existentes no mercado, o que lhe confere uma
grande versatilidade no processo de transformacdo e aplicagdo, obtendo
caracteristicas proprias de densidade, peso molecular e distribuicdo de peso
molecular. Os polietilenos sdo inertes a maioria dos produtos quimicos comuns, iSSO
se da devido a sua natureza parafinica, seu alto peso molecular e sua estrutura
parcialmente cristalina (ALMAADEED et al. 2015). E na maioria dos casos, em
condi¢cdes normais ndo sdo toxicos, sendo inclusive utilizados em contato com
alimentos e farmacos (COUTINHO; MELLO; MARIA, 2003).
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Figura 3. Estrutura quimica do Polietileno

boh
775
H H],

Fonte: Marczak (2004)

De acordo com o dossié técnico do Servico Brasileiro de Respostas Técnicas
(SBRT) de 2011, as principais aplicagdes do PE estdo no setor de carnes, frutas e
para empacotar produtos alimenticios secos como cereais, farinha, café e leite em
po. Além de serem utilizados na confeccdo de utensilios domésticos como baldes,
bacias, banheiras infantis, brinquedos, assentos sanitarios, caixa d’agua, rétulos de

refrigerantes e 6leos, entre outros (BARAO, 2011).

3.1.3 Policloreto de vinila (PVC)

O policloreto de vinila (PVC) ou vinil € o segundo termoplastico mais utilizado
no mundo (CAO et al., 2016). De acordo com Balashova et al. (2014) a
predominéncia do PVC se deve ao seu baixo custo, resisténcia biolégica e quimica,
facilidade de esterilizacdo, transparéncia, leveza e flexibilidade (quando s&o
utilizados plastificantes). Alguns dos usos comuns sdao em filmes strech para
embalagens de alimentos, garrafa de agua, na maior parte de tubos de agua e
esgoto, cabos elétricos, revestimento de vinil, folhas de vinil e filmes, roupas de
todos os tipos e aplicacbes meédicas, como tubos intravenosos e cateteres
(BALASHOVA et al., 2014).

A obtencéo do PVC se da pela polimerizagdo por emulsédo ou suspensao do
cloreto de vinila (BARAO, 2011). O polimero em sua composicdo pura é muito rigido,
impossibilitando sua utilizacdo na fabricacdo de embalagens, que requerem um
material mais flexivel. Para promover a flexibilidade, plastificantes sdo adicionados
ao PVC como, por exemplo, os biftalatos e o BPA (BERNARD et al., 2017).

Habitualmente o PVC é utilizado na prote¢céo de carnes estocadas, evitando a

perda de peso e a descoloracdo, melhorando, assim a qualidade do alimento. As
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carnes acondicionadas com filmes PVC mantém sua cor vermelha brilhante, devido
a permeabilidade do filme (SARANTOPOULOS, 2001).

3.1.4 Polipropileno (PP)

O polipropileno (PP) foi primeiramente polimerizado em 1955 por Natta, e
desde entdo tem sido reconhecido por ser um bom material polimérico, sua estrutura
quimica estd ilustrada na Figura 4. A razdo disto é a sua versatilidade de projeto a
nivel molecular (HAMADA et al., 2000). Ele € um termoplastico, ndo transparente,
exceto na forma de filme, quando amassado adquire uma colora¢do branca ou
prateada. Os primeiros PP sintetizados apresentavam natureza amorfa (atética). Sé
entdo, apds a descoberta dos catalizadores estéreos-especificos é que se conseguiu

produzir estrutura cristalina, tipo isotatica e sindiotatica (JORGE, 2013).

Figura 4. Estrutura quimica do Polipropileno.

CHj

Fonte: Harper (2000)

O PP é usado, principalmente, nas embalagens de produtos desidratados e
alimentos gordurosos, como batata frita e salgadinhos, por apresentar alta barreira
ao vapor e gases. Os biscoitos também séo acondicionados em embalagens de PP,
devido a sua boa aparéncia e alto brilho, fatores que fazem o material adequado
para alimentos que querem um atrativo a mais para a compra (CABRAL et al.,
1984). Tancrez et al. (1994) afirmaram que o PP € um material largamente utilizado
na industria, em virtude de suas inimeras qualidades como: facilidade de producéo,
boas caracteristicas mecéanicas, devido, em grande parte, a sua natureza
semicristalina e inércia quimica, sendo possivel sua aplicagdo mesmo em meios

COITOSIVOS.
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3.1.5 Poliestireno (PS)

O poliestireno (PS) foi nos anos 1990 um dos termoplésticos mais
consumidos, isso se deu principalmente a fatores como baixo custo, menor peso e
boas propriedades elétricas (como baixa condutibilidade elétrica), transparéncia, alto
brilho e boa resisténcia a alguns acidos fortes (CORAZZA, 1995).

Ele é obtido pela reacdo do benzeno com o gas etileno (JORGE, 2013).
Apresenta baixo ponto de fusdo (88°C), o que o torna ndo indicado para
acondicionar alimentos quentes. E um plastico muito quebradico quando puro.
Modificacdes quimicas ou fisicas sdo obtidas pela incorporacdo de borracha
sintéticas (BORRELLY, 2002). Devido a suas caracteristicas de protecdo ao
conteudo, as embalagens de poliestireno podem ser usadas para acondicionar ovos,
frutas e chocolates (BARAO, 2011).

3.1.6 Policarbonatos (PC)

A primeira producdo comercial de policarbonato (PC) foi realizada em 1958
pela GE/Bayer na Alemanha (MONTAGNER, 2010). O PC é um poliéster linear do
acido carbbnico, sendo o mais simples dos poliésteres como podemos observar na

Figura 5.

Figura 5. Estrutura quimica do policarbonato

O
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Fonte: Bernardo (2015)

Ele é obtido por meio de uma reacao de transesterificacdo entre um composto
aromatico hidroxilado (o BPA) e carbonato de difenila ou cloreto de carbonila
(BERNARDO, 2015). No entanto, a maioria dos PCs comerciais é produzido pela
reacdo do BPA com cloreto de carbonila, empregando um processo interfacial, por

ter menor custo do que o processo por transesterificacdo (JORGE, 2013).
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A presenca do carbonato na estrutura do PC o torna um plastico mais rigido e
duravel, enquanto o BPA contribui para a elevada estabilidade térmica. O PC tem
uma excelente combinacao de resisténcia a altas temperaturas, elevada resisténcia
ao choque e transparéncia, conservando suas propriedades com o aumento da
temperatura (ENCARNACAO, 2007). Devido as boas caracteristicas o PC é utilizado
em diferentes aplicacbes, como por exemplo, nas embalagens para alimentos, os
meios oOpticos, como DVD'’s, eletrodomésticos, automovel, construgdo civil e na
eletronica (PEDERSEN et al., 2015).

O BPA é um composto organico com inimeras caracteristicas que o tornam
um importante ingrediente na producdo de certos materiais plasticos como o PC
(MIKOLAJEWSKA; STRAGIEROWICZ; GROMADZINSKA, 2014). Mas 0 seu uso

deve ser feito com cautela devido a seus efeitos prejudiciais a saide humana.

3.2 BISFENOL A (BPA)

O Bisfenol A foi sintetizado pela primeira vez pelo russo Aleksandr Dianin no
final do século XIX sintetizou pela primeira vez o 4,4’- (propano-2,2-diil) difenol,
(BPA), que ficou conhecido como composto de Dianin (CARNEIRO, 2016). O BPA é
um composto organico formado por dois anéis fendlicos ligados por uma ponte
dimetil, com dois grupos funcionais metil ligados a ponte, como pode ser observado
na Figura 6 (BERNARDO, 2015).

Figura 6. Estrutura quimica do BPA

Fonte: Montagner (2010)

Ele pode ser produzido por dois métodos diferentes: o primeiro pela
condensacao do fenol com acetona em meio acido, alta temperatura e em presenca
de catalisadores, posteriormente ele é purificado por destilacédo, filtracdo e secagem.

Ja o segundo método de producdo € bastante similar ao primeiro, diferenciando nas
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tecnologias de catalise e purificacdo empregada, permitindo maior economia de
reagentes (MIKOLAJEWSKA et al. 2014).

Em condicbes ambientais, o BPA €& solido de coloragdo branca,
comercializado na forma de cristais, flocos ou pastilhas. Na Tabela 1 s&o mostradas

as principais propriedades fisico-quimicas do BPA.

Tabela 1. Propriedades Fisico-Quimicas do BPA

PROPRIEDADE VALOR
Massa molar 228 gmol?
Formula molecular Ci5H1602
Densidade 1,195 gcm3
Ponto de ebulicdo 398°C (760 mm/Hg)
Ponto de fuséo 155°C
pKa 9,59 — 11,30
Solubilidade em agua 300 mg L?
Presséo de vapor 5,3 x 105KPa (25°C)

Fonte: Carneiro (2016)

A solubilidade do BPA em &agua é mencionada por diversos autores, mas
apresenta valores distintos entre si. Os valores encontrados variam de 120 a 300 mg
Lt a 25°C, e da mesma forma, séo citados diferentes valores para a pressédo de
vapor, densidade e pKa, todavia a maior variacdo entre os resultados pode ser
observada na determinacédo da pressdo de vapor, propriedade esta que classifica o
BPA como um composto de baixa volatilidade (STAPLES et al.; 1998).

O BPA é amplamente empregado como um intermediario de indmeros
processos de manufaturas industriais como na producdo de PC, misturas PC,
resinas epoéxi, retardantes de chama, resinas de poliésteres e varios tipos de papéis
térmicos para copias sem carbono (PEDERSEN et al., 2015).

A producdo mundial de BPA foi estimada em 1,1 milhdes de toneladas por
ano em 1993 e 1,6 milhdes de toneladas por ano em 1996 (MONTAGNER, 2010).
Atualmente a estimativa de producéo total mundial do BPA é de aproximadamente 6
milhdées de toneladas por ano, um aumento de mais de 70% (BERNARDO; NAVAS;
MURATA; ALCANTRA, 2015). Uma grande demanda no uso do BPA e sua
aplicacédo generalizada na industria de plasticos, ele apresenta um potencial risco
para a saude humana (ROCHA; BARBOSA, 2014). Segundo estudo publicado por
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Mikolajewska et al. (2014), o BPA pode ser facilmente libertado do produto
polimérico, no qual esta presente e migra para o ambiente. A ligacdo éster ligando
as moléculas de BPA em PC ou resinas epOxi sao hidrolisadas durante o
aquecimento ou em meio acido e alcalino. Como consequéncia, o BPA é liberado e
acaba migrando para os alimentos. Além disso, a migracéo é reforcada pela repetida

lavagem com detergentes, friccdo e esterilizacao.

3.2.1 Efeito do BPA na saude humana

De acordo com o relatério da Organizacdo das NacGes Unidas para
Agricultura e Alimentacéo (FAO) e a Organizacdo Mundial da Saude (WHO), ambas
de 2011, foi publicado um grande numero de estudos sobre a toxicidade e a
atividade hormonal do BPA em animais de laboratério. Houve uma consideravel
divergéncia nos resultados entre esses estudos, tanto no que diz respeito a natureza
dos efeitos observados como aos niveis em que ocorreram. Isso levou a
controvérsias dentro da comunidade cientifica sobre a seguranca do BPA e levou
varios paises a estabelecerem medidas diferentes no gerenciamento de riscos.
Paises como a Dinamarca, Canada e Franca desde 2010 invocaram o principio de
prevencao e proibiram a utilizacdo de BPA em materiais que estdo em contato com
alimentos de criancas de 0 a 3 anos, como em mamadeiras, copos e embalagens de
alimentos (WHO; FAO, 2010).

No Brasil a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) por meio da
RDC n° 56, de 16 de novembro de 2012, estabeleceu a proibi¢cdo do uso do BPA em
mamadeiras e artigos similares destinados a alimentacdo de lactentes (criancas
menores que doze meses de idade), além de determinar o limite de migracéo
especifica BPA para os alimentos em 0,6 mg Kg™.

Segundo a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA) de
2010 o BPA é classificado como um desregulador endocrino (DE), ou seja, uma
substéancia exégena capaz de assumir ou coibir a fungcdo de horménios naturais nos
seres vivos, dessa forma alterando suas func¢des do sistema enddcrino/hormonal e,
em consequéncia, prejudicando a saude humana (ROCHESTER, 2013). Ainda,
segundo a USEPA um DE interfere na sintese, secrecéo, transporte, ligacdo, acao
ou eliminacdo de horménios naturais responsaveis pela manutencdo da

homeostase, desenvolvimento e/ou comportamento e reprodugcdo (WHO; FAO,
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2010). A atividade estrogénica do BPA vem sendo reportada desde 1993 por
Krishnan et al. (1993).

O BPA mesmo em baixas concentragBes pode promover uma série de efeitos
adversos tais como a multiplicacdo de células de cancer de mama,
hiperprolactinemia e a proliferacdo de células do Utero e da vagina além da
diminuicdo do tamanho da prostata, testiculos, epididimo e vesicula seminal, e
ainda, na reducd@o dos niveis de testosterona e a contagem de espermatozoéides
(ROCHESTER, 2013). Estudos in vitro demonstraram efeitos do BPA na interrupcao
da acdo hormonal da tire6ide (GOMEZ; RUBIO; BENDITO, 2009).

Em experimentos com fémeas adultas de ratos, realizado por Seta et al.
(2005), observou-se que a exposicédo por um bom tempo a baixas concentracdes de
BPA, durante o periodo de gestacdo e de amamentacdo, gerou alteragcdo em seu
comportamento maternal e sexual como a reducdo no tempo gasto para
amamentacao dos filhotes e 0 aumento no tempo fora do ninho. Além de mudancas
comportamentais o contato com BPA no periodo de lactacao induziu decréscimo das
células a-receptoras de estrogénio.

O relatério da FAO (2010) destaca que o BPA pode ter atividade estrogénica,
mas nao deve ser considerada como atuante apenas como um estrogénio ou
mesmo um modulador seletivo do receptor de estrogénio. Dependendo do sistema
estudado e da dose, o BPA pode exercer especificidades celulares pleiotrépicas e
teciduais, além de existir relagdo dose-resposta.

Considerando que o BPA normalmente se encontra em concentracdes baixas
nas amostras (ug L?), é fundamental que os métodos analiticos sejam
suficientemente detectaveis para alcancar baixos LOD. Além disso, a etapa de
preparo da amostra é crucial para eficiéncia de uma andlise quimica, principalmente
nestes casos em que a espécie quimica de importancia se encontra em baixas
concentragcdes. Segundo Kawaguchi et al. (2004), o numero de trabalhos a respeito
dos efeitos do BPA na saude e no meio ambiente bem como métodos analiticos
para diferentes matrizes vem aumentando gradativamente nos ultimos anos.
Trabalhos de analise de BPA em alimentos, amostras biolégicas, amostras
ambientais, garrafas de policarbonato, mamadeiras, selante dentario e embalagens
plasticas sdo descritos na literatura empregando diversos procedimentos de

extracao e técnicas de detecgéao.
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3.2.2 Técnicas de Extracao de BPA

As técnicas de extracdo de BPA de residuos contaminantes ambientais, e em
matrizes aquosa, necessitam de uma etapa de preparacdo das amostras, essa é
uma etapa critica do processo analitico e tem sido um dos principais obstaculos para
obtencéo de resultados adequados em termos de precisédo e deteccdo (MARTINS et
al., 2012). Geralmente a primeira etapa € a de extracdo e de pré-concentracdo da
espécie de interesse para torna-la compativel com o sistema analitico a ser utilizado,
além de minimizar ou eliminar efeitos da matriz e melhorar os LODs antes de
quantifica-la (MOREIRA; YOKOYA; GAITANI, 2014).

Entre as técnicas tradicionais de preparo da amostra existe a extracao liquido-
liquido (LLE — liquid-liquid extraction), largamente aceita e utilizada como técnica de
preparo de amostra para analise de agrotoxicos em agua e alimentos e também
farmacos em fluidos biolégicos (CALDAS et al., 2011). A LLE é um procedimento
basico de separacdo de compostos com diferentes caracteristicas de solubilidade
(FACCHIN; PASQUINI, 1998). Apesar de apresentar uma alta reprodutibilidade a
LLE possui algumas desvantagens, ela demanda tempo e trabalho laboratorial
intenso, além de propensao a formacdo de emulsao, baixo potencial a automacao e
uso de grande volume de solventes de alta pureza, aumentando o0 custo e o
consumo de solventes com potencial toxico (ESRAFILI; YAMINI; SHARIATI, 2007).

Segundo Moreira et al., (2014) a busca para contornar essas desvantagens
na ultima década, levou ao desenvolvimento de novas técnicas que demandam
menos tempo, consomem quantidades reduzidas de reagentes e sdo mais
eficientes. Ainda segundo Moreira et al. (2014) o desenvolvimento dessas técnicas
seguiu o enfoque na quimica verde. A tendéncia de miniaturizacdo da LLE, reduziu
significativamente a propor¢cdo entre o volume do solvente e o volume da fase
aquosa. A microextracdo em fase liquida (LPME — liquid phase microextraction) e a
microextracdo em gota suspensa (SDME - single drop microextraction)
desenvolvidas por Jeannot e Cantwell em 1996 (JEANNOT, 1996), surgiram com 0
objetivo de reduzir a razado volumétrica entre as fases e favorecer a transferéncia
dos analito da fase aquosa para a fase organica além de obter um elevado fator de
enriqguecimento (CARNEIRO, 2016). A SDME, por exemplo, utiliza uma gota de
solvente organico para extrair eficientemente o analito das amostras aquosas.

Existem ainda outros métodos alternativos, entre estes a microextracdo em fase
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liquida com fibra oca (HF-LPME — hollow fiber — liquid phase microextraction), a
extracdo sortiva em barra de agitacdo (SBSE - stir bar sorptive extraction) e a
microextracdo liquido-liquido dispersiva (DLLME — dispersive liquid-liquid

microextraction).

3.3 MICROEXTRACAO LiQUIDO-LIQUIDO DISPERSIVA (DLLME)

A DLLME foi desenvolvida em 2006 por Rezaee e colaboradores para a
determinacdo de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos em amostras de agua
(REZAEE et al., 2006). A técnica se baseia no principio da particdo entre a fase
doadora (amostra) e aceptora (solvente organico), onde a polaridade do analito é
gue determina sua solubilidade na fase aceptora.

A DLLME supera as técnicas convencionais de LPME, pois ndo necessita de
um tempo longo para alcangar o estado de equilibrio, gera um aumento da area de
contato entre a amostra e 0 solvente extrator e com isso possui um elevada
eficiéncia e altos fatores de enriquecimento se compara aos valores a LPME. Outras
vantagens da DLLME é a rapidez, baixo custo, facil manipula¢éo, baixo consumo de
solventes organicos e alta recuperacdo (CARNEIRO, 2016).

Segundo Moreira et al. (2014) o estado de equilibrio é alcancado
rapidamente, devido a utilizacdo de um sistema ternario de solventes (amostra
aguosa, solvente extrator e solvente dispersor), tornando a extracdo independente
do tempo. E a razdo entre o volume de fase aceptora e de fase doadora € da ordem
de microlitros e mililitros, respectivamente, o que permite a obtencéo de altos valores
de enriquecimento.

Para demonstrar a eficiéncia da extracdo Moreira et al. (2014) utilizou
parametros como o fator de enriquecimento (FE), que é definido como a razéo entre
a concentracdo do analito na fase sedimentada (Csed) € a concentracdo inicial do
analito (Co) na amostra e pode ser calculada utilizando-se a Equacéao 1.

C
FE = Zed Equacéo 1.
0
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Ja a recuperacéo (R) foi definida como a quantidade da espécie de interesse,
em porcentagem, que é transferida para a fase aceptora ao final da extracdo e pode
ser calculada por meio da Equagéo 2, onde Vsed € Vag S80 0s volumes da fase

sedimentada e da amostra, respectivamente.

— CsedX Vsed x 100

Equacao 2

Na DLLME, uma mistura apropriada de solvente (solvente extrator e solvente
dispersor) é injetada rapidamente na amostra aquosa com o auxilio de uma
microsseringa. A injecdo da mistura forma goticulas do solvente organico
completamente disperso na fase aquosa, deixando a solucao turva. Nesta etapa o0s
analito sdo transferidos da fase aquosa para a fase extratora por particdo. Apés a
centrifugacéo, as goticulas do solvente extrator se depositam no fundo do tubo e sdo
retiradas com uma microsseringa para a posterior analise (CARNEIRO, 2016;
MOREIRA; YOKOYA; GAITANI, 2014). A DLLME é realizada em duas etapas:
extragcdo e separacdo das fases. As etapas do procedimento convencional de
DLLME estéo ilustradas na Figura 7 (CALDAS et al., 2011).

Figura 7. Etapas envolvidas no procedimento da DLLME
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Fonte: Caldas et al., (2011)

Os solventes dispersores mais utilizados na técnica DLLME s&o geralmente

metanol, acetonitrila, acetona, etanol e tetraidrofurano. Mas o volume adequado de
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solvente dispersor para a formacgédo das goticulas ird depender tanto do volume da
fase aquosa quanto do volume do solvente extrator (ZHANG et al., 2015). O solvente
dispersor deve atender a um requisito como ser soluvel tanto na fase doadora
quanto na fase aceptora, a escolha correta do solvente dispersor ira afetar
diretamente a eficiéncia de extracdo, pois favorece a dispersao do solvente extrator
em forma de goticulas, aumentando a superficie de contato do solvente extrator com
o analito (MOREIRA; YOKOYA; GAITANI, 2014).

O solvente extrator do mesmo modo que o solvente dispersor deve
satisfazer algumas condi¢cdes como ser imiscivel na amostra, ter maior densidade e
alta capacidade de extracdo (MOREIRA; YOKOYA; GAITANI, 2014). O solvente com
maior densidade que a 4gua e baixa solubilidade nesta, permitem a separacdo do
extrato organico na fase sedimentada. Alguns solventes halogenados tém sido
utilizados como solventes extratores, dentre 0s quais estdo o cloroférmio,
diclorometano, clorobenzeno e tetracloreto de carbono (PUSVASKIENE et al., 2009;
MARTINS et al., 2015).

Trabalho publicados por Caldas et al. (2011), Melwanki et al. (2009) e Moreira
et al. (2014), demonstraram que a eficiéncia da extracdo por DLLME esta
diretamente ligada a fatores como solvente de extracdo, solvente de dispersao,
volumes dos solventes de extracdo e dispersdo, tempo de extracdo, forca ibnica e
pH da amostra. Embora o equilibrio de particdo dos analitos entre a fase aquosa e
organica seja atingido rapidamente, o tempo de extracdo é definido como o intervalo
entre a injecdo da mistura de solventes na amostra até o final da centrifugacao
(CALDAS et al., 2011).

Outro fator importante € a forca ibnica da amostra, com o aumento da
concentracdo de NaCl também aumenta o volume da fase sedimentada, isso devido
a diminuicdo da solubilidade dos compostos de interesse na fase aquosa e aumento
na fase organica (REZAEE et al., 2009). O ajuste do pH da amostra também é um
fator importante pois permite que o analito permaneca na forma neutra, facilitando a
extracdo (MELWANKI et al., 2009), ele deve ser otimizado em fungcéo da acidez ou
basicidade dos compostos, os acidos normalmente requerem uma acidificacdo da
amostra para se manterem na forma molecular e facilitar a particdo dos analito nas
goticulas do solvente extrator (CALDAS et al., 2011).

A DLLME combinada com a HPLC, leva ao aumento da seletividade,

sensibilidade, precisdo e exatiddo do método analitico (DIONISIO et al., 2010).
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3.5 CROMATOGRIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (HPLC)

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) teve seu inicio como
técnica analitica em 1906 pelo boténico russo Mikhael Semenovich Tswett, quando
ele descreveu a separacdo dos componentes de extrato de folhas (COLLINS;
BRAGA; BONATO, 2006). No estudo o botéanico conseguiu separar pigmentos de
cloroplastos em folhas verdes de plantas usando uma coluna de vidro recheada de
carbonato de calcio como fase estacionéaria e éter de petr6leo como fase movel. A
separacdo observada aconteceu em faixas coloridas, dando origem ao nome de

cromatografia (chrom = cor e grafie = escrita).

Segundo Degani et al. (1998) o primeiro cromatdgrafo liquido de uso prético
foi construido por Csaka Horvath na Universidade de Yale em 1964, sendo que ele
operava em pressdes de até 1000 psi (6879 kPa ou 6897 bar), fase mével em agua
tamponada passando por colunas de 1 mm de diametro interno e com detector de
ultravioleta, com novas tecnologias foi possivel produzir particulas da fase
estacionaria de didmetro da ordem de 3 a 10 pum, que fossem capazes de gerar
colunas mais seletivas, eficientes e estaveis quimica e mecanicamente, permitindo
assim a fabricacdo de equipamentos sofisticados que trabalhassem a alta pressao,
ao contrario do que acontecia com as colunas de vidro simples da cromatografia
liguida classica, em que a eluicdo da fase liquida era devido somente a acdo da
gravidade (MALDANER; JARDIM, 2009).

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) é uma técnica de
separacao que se baseia na migracao diferencial dos componentes de uma mistura,
0 que ocorre devido a uma diferenca na interacdo entre duas fases imisciveis, sendo
uma fase fixa que possui grande area superficial chamada fase estacionéria, e a
outra um fluido que se move através da fase estacionaria em direcdo ao detector,
sendo essa fase chamada de fase movel (LANCAS, 1993; DEGANI; CASS; VIEIRA,
1998).

Os detectores cromatograficos estdo conectados logo apos a coluna
cromatografica, os analito ao passarem pela coluna tem contato com o detector
emitindo assim uma resposta que é transmitida para um computador. Por esses
registros, podem-se obter dados quantitativos e qualitativos sobre o analito de

interesse presente na amostra. Atualmente existem varios tipos de detectores (UV-
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visivel), fluorescéncia, indice de refracdo, eletroquimico, condutimétrico e
espectrometro de massas), sendo a escolha dependente das caracteristicas
quimicas ou fisicas do analito a ser detectado (CARNEIRO, 2016). Para a
determinacdo de BPA o método de Cromatografia Gasosa Acoplada a
Espectrometria de Massas (GC/MS) € o mais comumente utilizado embora existam
muitas publicacdes que utilizam o HPLC onde o BPA pode ser detectado com
detectores UV, fluorescéncia (FLU) e deteccao eletroquimica (ECD) devido aos dois
grupos hidroxila-fendlicos presentes na estrutura (AZEVEDO et al., 2001; YOON et
al., 2003; HERNANDO et al., 2004; LEANDRO et al., 2006).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 INSTRUMENTACAO

Balanca analitica Mark 2054 (BEL, Itdlia) com resolu¢cédo de 0,0001 g, foi
utilizada para a pesagem do BPA. ApOs serem submetidas a extragdo todas as
amostras foram centrifugadas em centrifuga (LAB1000 ADAMO, Brasil). Todas as
medidas foram realizadas em Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia, YL9100
HPLC System (YOUNG LIN, Korea) equipado com bomba de vacuo. A separacéo foi
realizada em coluna luna 5u C18 (150 x 4,6 mm). Utilizando como fase mével uma
mistura de agua e acetonitrila (50:50 v/v) a um fluxo de 1 mL min no modo de
eluicdo isocratico. O volume de injecdo da amostra foi de 20 pL e a deteccgéo

realizada em detector de UV no comprimento de onda de 224 nm.

4.2 MATERIAIS E REAGENTES

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. Agua ultrapura com
resistividade 18,1 MQ cm, purificada em purificador (GEHAKA Master All 2000
system, Brasil) foi empregada para preparacdo dos padrdes. Bisfenol A (ALDRICH,
EUA, 95%) foi empregue como padrdo cromatografico. A solucdo padréo foi
preparada na concentracdo de 250 mg L' em &gua ultrapura para posterior
utilizacdo no teste de recuperacdo e para as curvas analiticas. Acetona (SIGMA,
Brasil) foi empregada como solvente dispersor e cloroformio (PROQUIMIOS, Brasil)
como solvente extrator. O efeito da forca ibnica, foi avaliado com uso de cloreto de
sédio (NEON, Brasil) e para ajuste de pH das soluc¢des foram utilizadas solucfes de
acido nitrico (SIGMA, Brasil) e hidroxido de sédio (DINAMICA, Brasil). Acetonitrila
(PANREAC APPLICHEM, Alemanha) foi empregue como fase mével na separagcao
cromatografica por HPLC. Todas as amostras foram adquiridas em uma empresa de

agua mineral e no comércio local de Ponta Grossa — PR.
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4.3 METODOS ANALITICOS

4.3.1 Microextracao liquido-liquido dispersiva

Uma aliquota de 5 mL de amostra foi diretamente pipetada para tubos de
vidro com fundo cdnico, e com o auxilio de uma microsseringa injetou-se
rapidamente 1000 pL da mistura de extrator/dispersor, contendo 200 e 800 pL

cloroférmio e acetona respectivamente, como apresentado na Figura 8.

Figura 8. Formacé&o do sistema terndrio apds injecdo da mistura extrator/dispersor na amostra
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Fonte: Caldas et al., (2011)

A mistura foi centrifugada a 3000 rpm por 5 minutos. Posteriormente a
centrifugacdo, as goticulas do solvente extrator depositados no fundo do tubo
contendo o BPA, foram retiradas com o auxilio de uma microseringa. Depois foram
transferidas para vials até a completa evaporacdo do solvente extrator. Na etapa
seguinte o conteudo depositado foi solubilizado com 100 pL da fase movel e
analisado por HPLC. Todas as medidas foram realizadas em triplicatas e expressas

como média * desvio padrao.

4.3.2 Migracao de BPA em amostras de agua

Apés a definicio do método analitico, testes complementares foram

realizados para a avaliacdo da migracdo de BPA do material polimérico para agua.
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Os esqueeze A e B foram completados com agua destilada e ambos armazenados
em diferentes condicbes, como ilustrado na Figura 9. Na primeira avaliacdo os
frascos foram acondicionados em um local com presenca de luz (25+3°C), aliquotas
foram retiradas apos 1, 24 e 600 horas de contato. No segundo teste, os frascos
foram acondicionados em um local escuro (25+3°C) e retirado aliguotas no mesmo

intervalo de tempo citado anteriormente.

Figura 9. Avaliacdo da migracdo de BPA em presenca e auséncia de luz
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Fonte: Adaptado de Caldas et al., (2011).

A concentracdo de BPA foi determinada seguindo a mesma metodologia

descrita anteriormente.
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5. RESULTADOS E DISCUSAO

5.1 OTIMIZACOES PARA DLLME

Existem diferentes parametros que afetam o processo de extracdo na DLLME.
Entre estes estédo o tipo e volume da solucdo dispersora e extratora, forca ibnica e
pH do meio. Com a finalidade de aumentar a eficiéncia de extracdo e pré-
concentracdo de BPA, esses parametros foram otimizados utilizando uma solugéo
estoque de BPA de 250 mg L.

5.2 SELECAO DO SOLVENTE EXTRATOR

O tipo de solvente extrator a ser utilizado na DLLME configura um dos principais
parametros para se conquistar sucesso na determinacdo analitica. Fatores como a
densidade do solvente, a capacidade de extracdo do analito e a compatibilidade com
a técnica analitica a ser utilizada, devem ser considerados para a escolha do
solvente extrator (MOREIRA, et al., 2012; ZANG, et al., 2009). A eficiéncia de
diferentes solventes extratores foi avaliada para extracdo de BPA por DLLME e os
resultados estdo apresentados na Figura 8. Diclorometano e cloroformio foram
avaliados como possiveis solventes extratores para DLLME visando a determinacgéo

de BPA em amostras de agua.

Figura 8. Eficiéncia de diferentes solventes extratores avaliados para extragcdo de BPA por
DLLME. Condi¢des experimentais: 5 mL de amostra, 5 minutos em centrifuga a 3000 rpm, 1000
puL de mistura de extrator (200 uL) e dispersor (800 pL acetona).
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Fonte: Autoria propria (2017)
O estudo foi realizado utilizando 800 pL de acetona contendo 200 pL do

solvente extrator. Conforme observado, o cloroférmio apresentou uma maior
eficiéncia de extracdo e pré-concentracdo de BPA. De acordo com Rezaee et al.
(2009), isso se justifica devido ao BPA possuir uma maior solubilidade no cloroférmio
em comparag¢ao com ao diclorometano, sendo este o solvente selecionado para as

analises posteriores.

5.3 TIPO DO SOLVENTE DISPERSOR

O solvente dispersor € responsavel pela formacéo do sistema ternario onde
ocorre a extragdo do analito, desta maneira a escolha deste solvente € decisiva para
a eficiéncia da DLLME. O solvente dispersor deve ser miscivel tanto no solvente
extrator como na amostra para proporcionar a formacdo de microgotas e
consequentemente a transferéncia do analito da amostra para o solvente extrator
(ANTHEMIDIS; IOANNOU, 2009). Foram testados como possiveis solventes
dispersores acetona, propanol e etanol, os resultados obtidos estdo apresentados na

Figura 9.

Figura 9. Eficiéncia de diferentes solventes dispersores avaliados para extracdo de BPA por
DLLME. Condic¢fes experimentais: 5 mL de amostra, 5 minutos em centrifuga a 3000 rpm, 1000

puL de mistura extratora (200 L cloroférmio) e dispersor (800 pL acetona)
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Fonte: Autoria propria (2017)
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Conforme pode ser observado, a maior eficiéncia foi obtida utilizando acetona
como solvente dispersor. Isso é devido a sua maior compatibilidade com a acetona
do que com os outros solventes. Sendo assim, a acetona foi selecionada para as

determinacdes.

5.4 OTIMIZACAO DO VOLUME DA SOLUCAO EXTRATORA

O volume de solvente extrator pode influenciar no volume de fase
sedimentada, assim é de extrema importancia a otimizacdo do volume de solvente
extrator a ser utilizado (REZAEE, et al., 2009). Para avaliar o efeito do volume do
solvente extrator na pré-concentracdo, foram utilizadas solu¢cdes que continham
diferentes volumes de cloroférmio como apresentado na Figura 10. Os volumes
variaram de 100 a 225 puL, deste modo foi averiguado qual o volume ideal de

solvente extrator para extragao do BPA por DLLME.

Figura 10. Avaliagdo dos diferentes volumes do solvente extrator na extragdo e pré-
concentracdo de BPA por DLLME. Condi¢cdes experimentais: 5 mL de amostra, 5 minutos em

centrifuga a 3000 rpm, 1000 pL de mistura extratora cloroférmio e acetona.
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Fonte: Autoria propria (2017)

Conforme verificado a medida que ha um aumento do volume do solvente
extrator, existe um aumento gradativo na area de pico até 200 uL, para os volumes
de 100, 125, 150 e 175 pL nado foi observado uma diferenca significativa. Os

resultados permitiram identificar que a maior eficiéncia de extracdo e pré-
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concentracado de BPA foi alcangada a partir do volume de 200 yL, assim este volume

foi adotado nas determinacdes posteriores.

5.5 EFEITO DA FORCA IONICA

A forca ibnica pode interferir drasticamente na eficiéncia da DLLME, pois afeta
a solubilidade do solvente extrator e assim o volume de fase sedimentada, e
consequentemente a capacidade de extracdo e pré-concentracdo do analito
(MARTINS, et al., 2012). A adicdo de sais acarreta na diminuicdo da solubilidade de
compostos sollveis em &gua, facilitando a particdo do analito no solvente organico,
efeito conhecido como salting out (HEY, JACKSON, YAN, 2005). A Figura 11

apresenta os resultados obtidos para a avaliacdo do efeito da forca ibnica.

Figura 11: Avaliacdo do efeito da forca idnica na extragdo e pré-concentracdo de BPA por
DLLME. Condig¢fes experimentais: 5 mL de amostra, 5 minutos em centrifuga a 3000 rpm, 1000

puL de mistura extratora cloroférmio (200 pL) e acetona (800 uL).
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Fonte: Autoria prépria (2017)

O efeito for¢ca ibnica do meio na extragcdo de BPA por DLLME, foi avaliado
com concentragcdes de NaCl na faixa de 0 — 15% (m/v). Os resultados ndo variaram
significativamente, mas demonstraram uma eficiéncia de extragéo levemente maior
quando a concentracdo de 2% (m/v) de NaCl foi utilizada, sendo esta condigédo

selecionada para as determinacdes posteriores
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5.6 EFEITO DO pH

O efeito do pH também pode exercer influéncia sobre a efetividade da DLLME
dependo das caracteristicas dos compostos presentes na amostra, que muitas
vezes precisam estar na forma neutra para facilitar a particdo dos analitos nas
microgotas do solvente extrator (CALDAS et al., 2011) Os resultados obtidos estédo

apresentados na Figura 12.

Figura 12: Avaliacdo do efeito do pH na extracdo e pré-concentracdo de BPA por DLLME.
Condigdes experimentais: 5 mL de amostra, NaCl 2% m/v, 5 minutos em centrifuga a 3000 rpm,

1000 pL de mistura extratora cloroférmio (200 pL) e acetona (800 pL).
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Fonte: Autoria prépria (2017)

O efeito do pH foi avaliado na faixa entre 1,0 e 9,0. Os resultados indicaram
gque ndo houve uma diferenca significativa na eficiéncia da extracdo de BPA por
DLLME. Também em estudos realizados por Haeri (2016), para extracdo de BPA em
agua, o desempenho de extracao no intervalo de pH de 2,0 — 9,0 ndo teve grandes
diferencas. Desse modo se optou em utilizar o pH 7,0, sendo este mais préximo da
condicao natural das amostras.

As condicbes 6timas para extracao e pré-concentracdo de BPA em amostras
de 4gua por DLLME, foram: 5 mL de amostra em pH 7 com 2% (m/v) de NaCl, com
adicdo de 1000 pL de solugao extratora (contendo 200 uL de cloroférmio e 800 pL
de acetona) seguidas de centrifugacdo a 3000 rpm por 5 minutos e separacédo da

fase sedimentada para determinagéo por HPLC.
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5.7 PARAMETROS DE MERITO

Utilizando as condi¢cBes oOtimas, foram obtidas as figuras de mérito para
determinacdo BPA em amostras de agua por DLLME, e os valores obtidos estédo
apresentados na Tabela 2. A faixa de calibracdo adotada para BPA ficou entre 5-200
hg Lt com um coeficiente de correlacdo (R?) de 0,998. O desvio padréo relativo se
apresentou entre 1,8% e 6,7%, o que confirma a boa precisdo do método proposto.
O fator de enriquecimento (FE) indicou a boa capacidade de pré-concentracdo do
analito, sendo o valor obtido para FE com o método proposto foi 18. Este valor de
FE é bastante satisfatorio tratando-se da concentracdo de BPA em aguas. Também
os valores de teste de recuperagédo entre 91% e 95% mostraram boa exatiddo do

método proposto.

Tabela 2. ParAmetros de mérito para determinacdo de BPA em amostras de agua usando a

microextracgao liquido-liquido dispersiva com posterior andlise em HLPC.

Parametros DLLME
Faixa Linear (ug L) 5-200
R? 0,998
LOD (ug LY 1,3
LOQ (ug L™) 4,4
RSD (%,n=5) 1,8-6.7
Fator de Enriguecimento 18
Teste de Recuperacao (%) 91-95

Fonte: Autoria propria (2017)

Por meio do valor de LOD na ordem de pg L se pode perceber o elevado
poder de deteccdo do método proposto. Uma comparacao dos valores de LOD entre
0 método proposto e os obtidos por diferentes metodologias para determinagéo de

BPA em amostras de agua € apresentado na Tabela 3.
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Tabela 3. Trabalhos sobre a determinagcdo de BPA em amostras de aguas.

Preparo

Matriz de Comentarios Técnica LOD_1 Referencia
amostras (hg L)
Agua

superficial e Cloroférmio (extrator) e i Rezaee, et al.

agua da DLLME acetona (dispersor) HPLC-UV 0,07 (2006)

torneira

Uso de CTAB para a

. . - HPLC- Delgado et al.
Agua do mar IL-LLME  extrag@o micelar assistida DAD 4,6 (2012)

por micro-ondas

Agua do mar SDME Decanol como extrator HPLC-UV 50 Lopez-Darias,

et al. (2010)
Agua mineral DLLME Cloroférmio (extrator) e HPLC-UV 13 Presente
acetona (dispersor) trabalho

Fonte: Autoria propria (2017)

Conforme verificado o método proposto apresenta um valor de LOD menor ao
obtido por Delgado et al. (2012) no qual ocorreu a utilizacdo da IL-LLME, para a
determinacdo de BPA em amostras de agua do mar por HPLC-DAD gerando um
valor de LOD de 4,6 ug L. J& quando comparado ao trabalho de Lépez-Darias, et
al. (2010) com a utilizacdo de SDME para a determinacdo de BPA em amostras de
agua do mar por HPLC-UV o método proposto € significativamente mais sensivel.
Entretanto, quando comparado ao trabalho de Rezaee, et al. (2006), que também
usou DLLME, o LOD obtido para BPA pelo método proposto foi cerca de duas vezes

superior ao obtido pelos autores (0,07 ug L™2).

5.8 MIGRACAO DE BPA

A DLLME foi aplicada para a determinacdo de BPA em amostras de agua
provenientes em garrafas de agua mineral comerciais natural e gaseificada de 500
mL. Além disso, para avaliar a possivel migracdo de BPA de recipientes plasticos
para a agua, amostras de agua armazenadas em garrafas tipo squezee, sendo o
squezee A fabricado em PP e o squezee B em PC. Neste teste, ambos squezees
foram preenchidos com agua destilada, armazenados em local escuro (25 £ 3 °C).

Aliguotas foram retiradas apds 1, 24 e 600 horas de contato. Ja para as garrafas de
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agua mineral, fabricadas em PP, foram analisadas duas marcas, sendo destas
amostras uma natural e outra gaseificada. Apds a coleta das amostras foi realizada
a DLLME, a fase contendo o analito foi mantida em capela para eliminagdo do
excesso de cloroférmio, na etapa seguinte o residuo foi solubilizado em 100 pL da
fase movel (agua:acetonitrila, 50:50 v/v) e injetados (20 pL) no HPLC para a
determinacao do BPA. Os resultados obtidos para a anéalise de migracdo do BPA em
garrafas squezee estdo reunidos na Tabela 4, onde podemos verificar que houve
uma variacdo de 4,36 — 6,65 pg L' demonstrando que ndo houve uma migracéo
significativa no periodo estudado, além disso, os valores obtidos estdo abaixo do

limite maximo estabelecido para BPA pela legislacéo brasileira.

Tabela 4. Concentracdo de BPA (ug L) obtidas apds extracdo por DLLME e posterior
determinacdo por HPLC em diferentes tempos de exposicdo a embalagem. * médias de duas

replicatas, ** Embalagem informava "livre de BPA".

BPA (ug L)
Amostras
1 hora 24 horas 600 horas
*»*Sgueeze A 5,98* 4,36* 6,39+ 0,41
Squeeze B 5,26* 4.47* 6,65+ 0,32

Fonte: Autoria propria (2017)

Adicionalmente, testes de abrasdo foram realizados nas garrafas squezee
com o intuito de avaliar se poderia ocorrer uma maior migragao de BPA do material
plastico para a dgua. Para esse teste, a lavagem dos frascos foi realizada com o
auxilio de uma esponja, riscando intencionalmente as garrafas, posteriormente 700
mL de agua ultrapura foram armazenados. Entdo, aliquotas foram retiradas em
tempos determinados e a concentracdo de BPA determinada, seguindo a mesma
metodologia descrita anteriormente. Entretanto, os resultados obtidos indicaram que,
mesmo nestas condicbes, ndo houve um aumento da migracdo de BPA. Os
resultados obtidos para as analises realizadas na agua mineral natural e gaseificada
comerciais estdo demonstrados na Tabela 5.

Conforme pode ser observado, apenas para a amostra A, natural, 0s
resultados ficaram abaixo do LOD, na amostra A gaseificada e para as amostras B

natural e gaseificada os resultados obtidos ficaram muito préximos, variando de 5,32
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— 6,48 ug L. Estes valores estdo abaixo do limite maximo estabelecido para BPA

pela legislacéo brasileira (0,6 mg L™2).

Tabela 5. Concentracdo de BPA (ug L) obtidas apdés extracdo por DLLME e posterior
determinacdo por HPLC. Amostras de agua mineral adquiridas no comércio local em garrafas
de 500 mL.

BPA (ug L)
Amostras
Sem gas Com gas
Agua mineral A <13 5,70 + 0,38
Agua mineral B 5,32 + 0,25 6,48 + 0,12

Fonte: Autoria propria (2017)

Nas condi¢cdes avaliadas para 0s esqueezes e agua mineral comercial nao foi
possivel observar migracdo de BPA em concentracdes significativas, uma vez que
as concentracoes de BPA sdo muito menores do que os limites estabelecidos pela
legislacdo brasileira. Contudo, existem casos descritos na literatura onde o
recipiente apdés ser submetido a aquecimento demonstrou uma migracao
significativa de BPA. Errico et al. (2014), confirmou a migracdo de BPA de
revestimentos epoxi em produtos de tomate. A exposicdo de latas em temperaturas
de 45°C aumentou a concentracdo de 5 pg/Kg para aproximadamente 35 pg/Kg.
Desse modo, sdo necessarios estudos mais completos com um namero maior de
marcas e embalagens de diferentes polimeros, para garantir a seguranca alimentar

e a qualidade dos produtos para o consumidor final.
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6 CONCLUSAO

A metodologia proposta para determinacdo de BPA em amostras de agua
por HPLC, ap6s procedimento de extracdo e pré-concentracdo por DLLME mostrou
ser rapida e eficiente, além de apresentar uma boa detectabilidade.

O cloroférmio (200 pL) e a acetona (800 pL) foram utilizados como solventes
extratores e dispersores, respectivamente. Outros parametros otimizados foram o pH
(7,0), forca i6nica (2% m/v). Os parametros de méritos obtidos foram: R? (0,998),
LOD (1,3 pug L), LOQ (4,4 ug LY) e um RSD (%,n=5) de 1,8 — 6,7. Os fatores de
enriguecimento e teste de recuperacao foram de 18 e 91 — 95%, respectivamente.

Nas condicOes estudadas, os testes de migracdo de BPA em garrafas de
policarbonato e polipropileno ndo indicaram uma migragéo significativa do BPA para
as amostras de agua. A determinacdo de BPA em amostras de agua mineral
comercial, na forma natural e gaseificada, apresentaram valores entre <1,3 e 6,48 ug
L1, concentracdes a baixo do limite maximo de 0,6 mg L' especificados pela
legislacdo brasileira.

Vale ressaltar que apesar de nédo ter ocorrido a migracdo de BPA nas
condicBes avaliadas para os esqueezes e agua mineral comercial, outros autores
observaram que existem migracdes significativas de BPA sob aquecimento. Assim
sendo, sd0 necessarios mais estudos para avaliar a migracdo de BPA em outras

condi¢cOes e de outros materiais.
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