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RESUMO

A presente pesquisa teve por objetivo validar um método analitico para estimar a
ocorréncia de desreguladores endocrinos, sendo bisfenol A (BPA), benzofenona,
benzofenona-1 (BP-1), benzofenona-3 (BP-3), benzofenona-8 (BP-8) e benzofenona-
12 (BP-12) em formulas infantis. A avaliacéo foi realizada por cromatografia liquida
acoplada ao detector de arranjo de diodos e fluorescéncia. Vinte e cinco amostras de
férmula infantil comercializados na cidade de Campinas foram analisadas em triplicata
(n=75). O trabalho esta divido em 2 capitulos, sendo o primeiro uma revisdo acerca
de métodos de deteccdo e quantificacdo, preparo de amostra e ocorréncia de
desreguladores enddcrinos em alimentos. No segundo capitulo é abordado o
desenvolvimento de uma metodologia para avaliar a presenca destes contaminantes
em amostras de formulas infantis, utilizando HPLC-DAD-FL. Para tanto, foi utilizado
trés ferramentas estatisticas com o intuito de otimizar o preparo de amostra, visado a
extracdo simultanea dos 6 contaminantes. As ferramentas utilizadas no presente
trabalho foram Planejamento Plackett-Burman, Delineamento composto central
rotacional e a funcao de desejabilidade de Derringer Suich, respectivamente. Apos a
otimizacdo, os fatores que apresentaram significancia foram: quantidade de
acetonitrila, agua e o sal adsorvente Primary Secondary Amine (PSA), que
posteriormente foram aplicados a técnica de particdo em baixas temperaturas (LTP)
em conjunto com a extracdo em fase sélida-dispersiva (d-SPE). O método para
determinacdo de BPA e BPs foi validado e apresentou limites de deteccéo variando
de 0,02 mg.kgta 0,5 mg.kgt, bem como os limites de quantificagdo entre 0,06 mg.kg-
1'e 2 mg.kg? e precisdo (%RSD) com base na reprodutibilidade e repetibilidade
intralaboratorial menores que 20%, além de taxas de recuperacao satisfatérias para a
avaliagdo dos contaminantes, simultaneamente. Com relagdo a ocorréncia dos
compostos, ndo foram detectados em nenhuma das amostras de férmulas infantis,
garantindo a qualidade e seguranga do produto frente ao consumo, principalmente por

bebés.

Palavras-chave: CLAE, Bisfenol A, Benzofenonas, Férmulas infantis.



ABSTRACT

The present research aimed to validate an analytical method to estimate the
occurrence of endocrine disruptors, bisphenol A (BPA), benzophenone,
benzophenone-1 (BP-1), benzophenone-3 (BP-3), benzophenone-8 (BP -8) and
benzophenone-12 (BP-12) in infant formulas. The evaluation was performed by liquid
chromatography coupled to diode array and fluorescence detector. Twenty-five
samples of infant formula purchased in the Campina’s city were analyzed in triplicate
(n = 75). The work is divided into 2 chapters, the first being a review of detection and
guantification methods, sample preparation and the occurrence of endocrine disruptors
in food. In the second chapter, the development of a methodology to evaluate the
presence of these contaminants in samples of infant formulas, using HPLC-DAD-FL is
discussed. Therefore, three statistical tools were used in order to optimize the sample
preparation, aiming at the simultaneous extraction of the 6 contaminants. The tools
used in the present work were Plackett-Burman Planning, Rotational central composite
design and Derringer & Suich's desirability function, respectively. After optimization,
the factors that showed significance were amount of acetonitrile, water and the Primary
Secondary Amine (PSA) adsorbent salt, which were subsequently applied to the low
temperature partition (LTP) technique with solid phase extraction - dispersive (d-SPE).
The method for determining BPA and BPs was validated and presented detection limits
ranging from 0.02 mg.kg™ to 0.5 mg.kg?, as well as the limits of quantification between
0.06 mg.kg?! and 2 mg.kg! and precision (% RSD) based on intra-laboratory
reproducibility and repeatability less than 20%, in addition satisfactory values recovery
were found for the evaluation of contaminants, simultaneously. Regarding the
occurrence of the compounds, they were not detected in any of the samples of infant
formulas, ensuring the quality and safety of the product by your consumption,

especially by babies.

Keyword: HPLC, Bisphenol A, Benzophenones, Infant formulas.
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1 INTRODUCAO GERAL

As embalagens de alimentos possuem como principais finalidades a
de protecao, contencao e transporte, e também auxiliam no aspecto visual sendo
essencial na venda do produto (Bernardo, Navas, Murata, & Alcantara, 2015).
Neste contexto, os componentes e a impressao de embalagens tem uma
importancia fundamental, de atuar como instrumento de marketing, informagdes
acerca da composicao nutricional, datas de fabricacdo e de validade do produto
e a presenca de alergénicos devem estar visivelmente descritas (Sutter, Dudler,
& Meuwly, 2011).

A embalagem pode ser composta por diversos componentes como
plasticos, materiais celuldsicos, metalicos, vidro, vernizes e tintas. Toda
embalagem destinada ao contato direto com alimentos e bebidas deve ser
especificada e devidamente inspecionada, afim de garantir que as substancias
que compdem o material de embalagem ndo migrem para os alimentos
acondicionados (Sutter et al., 2011). Entretanto, se essa migracao vier a ocorrer,
0S niveis devem ser minimos, para que nao apresentem risco a saude humana.
Para evitar ou minimizar a contaminacdo quimica, existem as legislacdes de
embalagens destinadas ao contato com alimentos (Lemos, 2016).

Alguns contaminantes de embalagens foram especificados como
emergentes. De acordo com United States Geological Survey (USGS),
contaminante emergente é “qualquer microorganismo ou substancia quimica
natural ou sintética que ndo € monitorada, mas que € capaz de surgir no
ambiente e provocar efeitos adversos conhecidos ou n&o sobre ecossistemas
e/ou sobre a saude humana”. Dentre estes contaminantes, existem 0s que
podem atuar no sistema endocrino perturbando os mecanismos homeostéaticos
do corpo, causando efeitos adversos a salde intacta humana e animal, estes
produtos sao classificados como desreguladores enddécrinos (DE). Os DE séo
uma classe de compostos que se tornaram muito estudados na area toxicoldgica,
enquadrando-se como contaminantes emergentes (Filho, Luvizotto-Santos, &
Vieira, 2007; Mezcua, Martinez-Uroz, GOmez-Ramos, Gomez, & Navas, J. M,
Fernandez-Alba, 2012).

Os animais e 0os humanos sdo expostos aos DEs através de varias

fontes, variando do ar, solo, agua e através do leite materno, no caso de maes
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gue tiveram contato com as substancias. O componente quimico 2,2-Bis(4-
hidroxifenil) propano, conhecido como BPA é relatado como potencial DE e é
amplamente utilizado para produzir plasticos de policarbonato presente em
varios produtos de consumo, como brinquedos, tubulacdes de agua, e também
faz parte da composicdo de resinas epoOxi, presente, por exemplo, no
revestimento interno de latas e embalagens metdalicas utilizadas para
acondicionar alimentos afim de evitar a ferrugem (EFSA, 2004).

O bisfenol A esté incluido no Regulamento da Unido Europeia do
UE n.° 10/2011 e o limite de migracdo especifico aprovado recentemente é
de 0,05 mg.kg* (Jounal Oficial da Unido Europeia, 2011). No Brasil, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) proibiu o uso do Bisfenol A na
fabricagdo de mamadeiras e utensilios utilizados por bebés (Brasil, 2011).
Estudos evidenciam que a exposi¢do precoce a bisfenois pode levar a varios
efeitos adversos a saude a curto e longo prazo (Rochester, 2013; Philips et al.,
2018)

A benzofenona e seus derivados sdo cetonas aromaticas que sao
empregadas como fotoiniciadores em tintas e vernizes curados com luz
ultravioleta (UV), estudos recentes retratam estes compostos como potenciais
desreguladores do sistema endocrino humano (Liao & Kannan, 2019).
Benzofenonas também sdo amplamente utilizados como absorvedores de UV
em produtos de cuidado pessoal, como lo¢des e filtros solares, na fabricacéo de
inseticidas e produto quimicos agricolas e aditivos plasticos, pela particularidade
em que possui de dissipar a radiacdo UV, sendo assim, sua importancia € de
grande relevancia para a fotoquimica (Anderson & Castle, 2003).

No Brasil, estudos acerca da ocorréncia de bisfenol A e benzofenonas
em produtos enlatados é escasso. Neste contexto, o presente estudo busca
realizar uma revisao através de estudos acerca de desreguladores enddcrinos e
sua ocorréncia em alimentos, além da parte experimental que se trata da
otimizacao e validacado de um método analitico para avaliar a incidéncia de BPA
e 5 analogos de benzofenonas em férmulas infantis comercializados em

Campinas/ SP.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Desenvolver e validar um método para avaliar a ocorréncia de bisfenol
A e benzofenonas, realizando clean-up em baixas temperaturas e extracao
sélido-liquido dispersiva (d-SPE), seguido da deteccéo utilizando cromatografia
liquida de alta eficiéncia com detector de fluorescéncia e de arranjo de diodos
(HPLC-FL/DAD). O método sera utilizado para avaliar a incidéncia dos

contaminantes em formulas infantis comercializadas em Campinas/ SP.
2.2 Objetivos especificos

e Realizar um planejamento do tipo Plackett-Burman (PB) para
identificacdo de fatores significativos para a técnica de extracdo em fase solida-
dispersiva (d-SPE)

e Delinear um planejamento composto central rotacional (DCCR),
visando otimizar as melhores condi¢gbes experimentais para a d-SPE

e Utilizar a ferramenta estatistica proposta por Derringer & Suich para
maximizar a resposta de extracdo de todos os analitos-alvo, simultaneamente

¢ Validar e otimizar uma metodologia para avaliar, quantitativamente,
a presenca de BPA e benzofenonas em férmulas infantis, por HPLC-FL/DAD

e Avaliar a incidéncia de BPA e benzofenonas em 25 amostras

comerciais de férmulas infantis
3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Contaminantes emergentes (CE)

Historicamente, a atencdo para contaminantes microbiolégicos
sempre se sobressairam, tendo em vista a grande incidéncia de doencas
veiculadas por alimentos no Brasil. Entretanto, contaminantes quimicos
tornaram-se um problema crescente em todas as localidades, e o conhecimento
sobre a incidéncia destes contaminantes em alimentos € baixo frente aos

parametros microbiolégicos (Palter, Marinov, Sarmiento, & Gruber, 2006).
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A partir dos anos 50, o desenvolvimento tecnoldgico apresentou alto
indice de crescimento, motivado pela alta demanda da sociedade por produtos
industrializados. Os aspectos toxicologicos e ambientais eram quase que
inexistentes. Nesta época, a crescente onda tecnoldgica era promovida sem
qualquer preocupacéo relacionado a contaminacdo ambiental proveniente de
produtos descartados na natureza, que provocaram grandes impactos
ambientais.

O estopim para a discusséo e conscientizacédo destes contaminantes
certamente se deu pelos distirbios endécrinos do DDT sobre as aves nos
Estados Unidos, como é discutido no livro “Primavera Silenciosa” publicado em
1962 pela biéloga Rachel Carson. O relato foi um marco muito importante da
época que levou a avaliacdo das novas substancias que estavam sendo
utilizadas e causavam efeito nocivo ao sistema enddcrino (Mezcua et al., 2012).

Recentemente, muitos contaminantes provenientes de produtos
farmacéuticos, horménios e produtos para cuidados pessoais tém despertado
interesse da comunidade cientifica e regulatoria. A contaminacdo ambiental
acarreta na contaminagao de alimentos, pois os alimentos acabam sendo
expostos aos diversos compostos quimicos, tanto pelo solo e agua, quanto pela
exposicao ao ar. Muitos destes contaminantes ja fazem parte de nossa rotina ha
décadas (Palter et al., 2006; Montagner, Vidal, & Acayaba, 2017).

De acordo com United States Geological Survey (USGS),
contaminante emergente é “qualquer microorganismo ou substancia quimica
natural ou sintética que ndo é monitorada, mas que € capaz de surgir no
ambiente e provocar efeitos adversos conhecidos ou ndo sobre ecossistemas
e/ou sobre a saude humana”.

Alguns contaminantes emergentes podem atuar no sistema enddécrino
perturbando os mecanismos homeostaticos do corpo, causando efeitos adversos
a saude intacta humana e animal. Estas substancias séo classificadas como
desreguladores enddcrinos (DE) (Filho et al., 2007).

No Brasil, informagdes relacionadas a contaminagédo de alimentos
através de CE, diagnostico e solug¢des ainda sédo insuficientes. Muitos estados
brasileiros ndo possuem redes de monitoramento, 0 que inviabiliza o
desenvolvimento de programas e projetos efetivos na prevencdo da

contaminagao e de seus efeitos nocivos a saude.
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Dentre os programas existentes para a regulamentacéo de alimentos
no Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é a principal
agéncia, que vinculada ao Ministério da Saude, € responsavel pela aprovacao
dos produtos e servicos para posterior comercializacdo, implementacdo e
producdo no pais; elabora regulamentos técnicos com caracteristicas de
identidade e qualidade dos produtos, além de desenvolver acbes de
monitoramento, fiscalizacdo e melhoria continua da qualidade de produtos

alimenticios, visando a qualidade e seguranga do consumidor.
3.2 Desreguladores enddcrinos

Desreguladores enddcrinos (DEs) € uma classe de contaminantes
emergentes que vém ganhado notoriedade de pesquisadores e oOrgaos de
fiscalizagdo (Brugnera, 2009). Estes contaminantes alteram parte do sistema
enddcrino tanto humano quanto animal e € definido de acordo com a U.S
Environmental Protection Agency (EPA) como “agente que interfere na sintese,
secrecao, transporte, ligacao ou eliminacado de horménios naturais no corpo que
sdo responsaveis por manter a homeostase, reproducao, desenvolvimento e/ou
comportamento”. Ha no mundo mais de 85.000 produtos quimicos sintetizados,
no qual grande parte podem ser DEs.

Os animais e 0os humanos sdo expostos aos DEs através de varias
fontes, variando do ar, solo, 4gua e através do leite materno, no caso de bebés,
nos quais as maes tiveram contato com as substancias (Gore et al., 2014). Na
tabela 1 é demonstrado uma pequena lista exemplificada de DEs e suas
utilizacdes, presentes do cotidiano dos humanos.

Os DEs podem ser classificados em duas classes, sendo de
ocorréncia natural e sintéticos. Os naturais sédo os produzidos por humanos e em
alguns alimentos, como fitoestrogénios em soja; os sintéticos sdo produzidos
industrialmente (ex. bifenilas policloradas), plasticos (BPA), pesticidas
(diclorodifenil tricloroetano), fungicidas (vinclozolina), substancias farmacéuticas
(dietilestilbestrol). Os DEs de origem natural ndo causam tantos problemas a
saude devido a facilidade em que estes sdo excretados, além de nao se
acumular no organismo. Entretanto, as substancias sintéticas disruptoras

persistem e se acumulam no ambiente como solo e sedimentos, sendo levadas
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para outros ambientes, expondo e deixando em risco 0s animais ali presentes
(Brugnera, 2009;Magro, 2013).

Tabela 1 - Lista de DEs e sua presenca no cotidiano

Categoria Exemplos de DEs

Produtos de uso infantil Ftalatos e metais
Materiais de contato com alimentos BPA, ftalatos, benzofenona

Materiais eletronicos Retardantes de chama, PCBs
Produtos de cuidado pessoal Ftalatos, benzofenona
Vestuario téxtil Substancias perfluoroalquil
Agroquimicos DDT, glifosato, atrazina

A compreensdo do disturbio causado por DEs é mais esclarecida
quando se tem um entendimento basico do processo do funcionamento dos
hormdénios no organismo. A forma e composi¢cédo de cada hormonio do sistema
enddcrino é Unica, 0 que resulta em um receptor (ou receptores) especifico para
cada hormdnio, presente nas células de destino. Desta forma, a maneira como
o hormbnio se associa ao seu receptor se assemelha ao modelo chave-
fechadura e a ligacdo hormonal é realizada pela ativacdo do receptor. Os DEs
podem interferir em diversas propriedades relacionadas ao modo em que o
horménio € capaz de ativar seu receptor, como por exemplo na quantidade de
hormdnio sintetizado e liberado pela glandula endd6crina, modo de transporte
pelo sangue, interagdo com enzimas capazes de sintetizar hormonios,
guantidade de horménio atingido no 6rgdo e o tempo em que este hormonio leva
para ativar o seu receptor (Gore et al., 2014).

Alguns DEs reportados na literatura de maior relevancia para saude
podem ser também provenientes de embalagens e materiais que entram em
contato com alimentos. Sdo apontados na Figura 1, alguns DEs que tém
ganhado destaque nos ultimos anos pelos pesquisadores, devido a intoxicagfes
cronicas procedentes de exposi¢cdes prolongadas em baixas concentracoes, que
incluem BPA, benzofenona (BP), ftalatos, parabenos, organotinas e substancias

perfluoroalquil (PFAS).



Figura 1 - Estrutura quimica de exemplos de DEs encontrados na literatura
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Através de modelos celulares e pesquisas em animais, bem como em
humanos, foi demonstrado que a exposi¢cao precoce de alguns desreguladores
enddcrinos, como ftalatos, substancias perfluoroalquil, BPA e alguns pesticidas
levou a um aumento no desenvolvimento de cancer (Cohn, Terry, Plumb, &
Cirillo, 2012; Soto & Sonnenschein, 2014).

Foi realizada uma busca nos ultimos 10 anos, em todo o mundo, pela
base de dados Scopus sobre desreguladores enddcrinos (Figura 2). Quando
indexado os termos “endocrine disruptor” and “food”, € possivel observar a
crescente demanda de estudos relacionados com os diversos desreguladores
enddcrinos presentes, partindo de 749 estudos em 2010-2011 para 1616 em
2018 e 2019, mostrando como a preocupacgado acerca destes compostos sao
visiveis e espera-se que 0 aumento seja constante para que os consumidores
tenham consciéncia do que estdo ingerindo e que medidas possam ser tomadas
para minimizar os efeitos que os contaminantes causam a saude, tanto humana
guanto animal.

Como na literatura é extensa a abordagem de DEs presentes em
alimentos, nesta revisdo serdo abordados os DEs de maior relevancia, como
ftalatos, organotinas, substancias perfluoradas e parabenos, porém, com énfase
em BP e seus derivados e BPA, que surgiram no ambiente e sdo pouco

estudados em alimentos.
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Figura 2 - Busca realizada dos ultimos 10 anos no site Scopus com 0s termos

“endocrine disruptor” AND “food” indexados.
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Fonte: https://www.scopus.com/
3.2.1 Ftalatos

Esteres de ftalato sdo produtos quimicos derivados do &cido orto-
ftalico, utilizados para aumentar a flexibilidade de plasticos, por exemplo o cloreto
de polivinil (PVC) e carrear fragrancia a produtos. Em sua maioria, os ftalatos
sdo encontrados na forma liquida, solavel em solventes organicos e incolor (Y.
Guo & Kannan, 2012).

Séo empregados em diversos produtos que incluem brinquedos,
equipamentos médicos, produtos farmacéuticos, perfumes e produtos de
cuidado pessoal, tintas de impressado, produtos alimenticios, téxteis, diversos
utensilios domésticos, materiais para construcdo, embalagens de alimentos e
materiais de limpeza (Jurewicz & Hanke, 2011).

Dibutil ftalato (DBP) e ftalato de di-(2-etil-hexila) (DEHP) s&o os dois
compostos de maior relevancia, encontrados no solo, ar e agua, e acredita-se
gue os humanos e animais estdo expostos a esse tipo que substancia,
principalmente, de materiais que tiveram contato com alimentos. Estes
compostos sdo muito estudados na area toxicoldgica e sao facilmente lixiviaveis
de embalagens devido a sua fraca interacdo quimica com a matriz polimérica
(Filho et al., 2007; Mezcua et al., 2012).
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3.2.2 Substéancias poli e perfluoroalquil (PFASS)

As substancias poli e perfluoroalquil (PFAS) sdo compostos sintéticos
organofluorados, sendo muito utilizados em pecas elétricas e eletronicas,
espuma de combate a incéndio, imagens fotogréficas, fluidos hidraulicos e,
principalmente, em materiais de contato com alimentos, como embalagens para
fast food, sacos de papel e latas para acondicionar alimentos devido as suas
propriedades fisico-quimicas de lipofilicidade e hidrofobicidade exclusivas
(Prevedouros, Cousins, Buck, & Korzeniowski, 2006).

Diferentes PFAS foram relatados em caixas de pizza e em sacos pré-
preparados para pipoca. A ingestao de fast food foi associada a altos niveis de
diferentes PFAS, incluindo &acido perfluorononanéico (PFNA), enquanto o
aumento do uso de alimentos enlatados foi positivamente associado ao acido
perfluorohexano sulfonico (PFHxS) (NutriSciences, 2019).

A European Food Safety Authority publicou alguns pareceres
cientificos sobre os PFASs recomendando que fossem monitorados a sua
presenca e os possiveis efeitos em humanos (Knutsen et al., 2019). No Brasil,

nao estdo estabelecidos limites legais para esses contaminantes em alimentos.
3.2.3 Organotinas

Organotinas (OTs) sdo compostos organometalicos. Derivados
tetravalente sintéticos do estanho (IV), com féormula quimica geral de R (4-n)
SnXn, no qual R representa substituintes organicos e X pode ser um grupo
organico anion ou um halogeneto ligado covalentemente através de um
heterodtomo. S&o utilizados em produtos cosméticos, agricolas e industriais,
tendo uma importante fungéo e aplicacdo comercialmente como biocida contra
diversos fungos e bactérias (Gru & Blumberg, 2006; Fernandez, 2019). O TBT
(tributilestanho) € uma das organotinas mais estudadas e é considerado um CE
pelo fato de ser encontrado na dgua e em sedimentos provenientes de descarte
inadequado, tendo tempo de meia vida de dias a meses na agua, bem como, de
anos em sedimentos (Fernandez, 2019). Sendo assim, humanos e animais se
tornam expostos através da agua e dos sedimentos e/ou ingestao de alimentos

provenientes do mar que estdo contaminados.
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Através de inumeros estudos cientificos, o TBT e outros OTs foram
considerados DEs, capazes de causar a chamada imposex, fendbmeno de
masculinizacdo de 6érgdos sexuais de fémeas de algumas espécies marinhas
(Araujo et al., 2018). Contudo, a crescente contaminac¢do com TBT de ambientes
marinhos, acarretaram efeitos adversos em inUmeros organismos.
Recentemente, foi reportado o efeito obesogénico do TBT, decorrente do
aumento no numero de céluas adiposas e alteracdo das vias metabodlicas do
organismo (Sena et al., 2017; Broeder, Moester, Kamstra, Cenijn, & Legler,
2017).

3.2.4 Parabenos

Os parabenos sao ésteres alquilicos do acido p- hidroxibenzaico,
sendo os mais conhecidos: metil, etil, propil, isopropil, butil, isobutil e benzil (Soni,
Carabin, & Burdock, 2005; Brausch & Rand, 2011; Btedzka, Gromadzinska, &
Wasowicz, 2014; Larsson et al., 2014).

A capacidade de desregulacdo enddcrina dos parabenos vém sendo
estudada e alguns autores afirmam que eles podem se ligar aos receptores de
estrogénio, podem causar efeitos carcinogénicos que induzem a proliferacdo de
células de cancer de mama in vitro (Boberg, Taxvig, Christiansen, & Hass, 2010),
ou induzir a alteracfes do sistema reprodutivo de ratos machos (Zhang et al.,
2016).

A ingestdo de alimentos é considerada uma das principais vias de
exposicao a este contaminantes. Algumas matrizes alimentares, como frutas,
laticinios, produtos carneos e bebidas (Maher et al., 2020) em agua (Santos,
Brehm, Filippe, Knapik, & Azevedo, 2016), leite materno (Dualde et al., 2020),
frutas e vegetais enlatados (Saad, Bari, Saleh, Ahmad, & Talib, 2005), peixe e
graos (Liao, Liu, & Kannan, 2013) foram estudadas quanto a presenca de
parabenos. De acordo com dados publicados do Joint FAO/WHO Expert
Committee on Food Additives (JECFA, 2006), concluiram através de avaliacdes
de risco que, para os compostos etilparabeno e metilparabeno, a ingestao diaria
aceitavel é de 10 mg.kg? de pc / dia, entretanto ndo foi determinada para os

outros parabenos.
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3.2.5 Bisfenol A

O 4,4-dihidroxi-2,2-difenilpropano (CisHi1602), conhecido como
bisfenol A (BPA) é um produto quimico produzido em grande volume em todo o
mundo. Constituido de dois anéis fendlicos ligados por uma ponte de metil, além
de possuir residuos de hidroxila ligados ao anel aromético que auxiliam na sua
reatividade (Flint, Markle, Thompson, & Wallace, 2012).

O BPA foi sintetizado pela primeira vez na Russia por Aleksander
Dianinin em 1891, como estrogénio sintético, e foi relatado ter a eficacia da
estrona em estimular o sistema reprodutivo feminino em ratos na década de
1930. Historicamente, a importancia da utilizacdo de bisfendis cresceu com a
industria polimérica e foi utilizado primeiramente nos anos 50 na producéo de
policarbonatos e também de resinas insaturadas de poliestireno (Guerald, 2014).

O BPA é obtido pela condensacao da acetona (de onde vem o sufixo
A no final do nome) com dois mols de fenol em temperatura elevada, fazendo-
se uso de catalisador acido ou resina poliestireno sulfonada conforme a figura 3.
Em seguida passa-se por um processo de purificacdo por meio de destilacao
seguido para filtracdo e secagem (Beserra, Schiavini, Rodrigues, & Pereira,
2012).

Figura 3 - Sintese do Bisfenol A
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No Brasil, a Rhodia é o unico fabricante de BPA, no qual a empresa
especifica que sua utilizacdo é estritamente industrial e sua producdo atinge
cerca de 25 mil toneladas por ano (Brugnera, 2009).

Seu uso tornou-se mais acentuado em meados de 1960, quando
descobriram sua importancia na fabricacdo de plasticos de policarbonato,
permanecendo até os dias atuais com elevada producédo (Flint et al., 2012).

O BPA se tornou um produto quimico de grande uso na fabricacéao de
produtos. Um total de 2,8 milhdes de toneladas de BPA foi produzido em 2002 e
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cerca de 50% a mais deste valor foram produzidas em 2011, totalizando 5,5
milhdes de toneladas (Bailin, Byrne, Lewis, & Liroff, 2008).

O BPA é empregado na producdo de plasticos a base de
policarbonato que apresenta transparéncia e certa resisténcia térmica e
mecanica, e resinas epoxis, que sdo empregados em produtos diversos, além
de ser encontrado em selantes dentarios, recibos térmicos, produtos domésticos
e de uso pessoal, retardante de chama, antioxidante de plastico, brinquedos,
lentes de oOculos, equipamentos médicos, canos de PVC e garrafées de agua.
Na area de alimentos o BPA esta presente em embalagens para alimentos e
bebidas, revestimentos de latas e tampas metalicas (Xavier, 2011). Através das
condicbes de armazenamento € possivel que ocorra sua migracdo para
alimentos acondicionados (Fontenele, Martins, Quidute, & Montenegro, 2010).

A manuseabilidade de produtos acondicionados em embalagens que
contenham BPA devem ser cautelosas, pois este composto, quando ingerido,
causa feitos adversos a salde, devido a sua capacidade estrogénica. A
contaminacéo pelo BPA se d& através de inalacdo, contato dérmico e ingestéo,
sendo este Ultimo o de maior relevancia, proveniente da migracao do composto
da embalagem através de aquecimento, presenca de acidos e bases e tempo de
armazenamento e de forma direta, através do contato com recibos ou cédulas
de dinheiro (Fontenele et al., 2010; Xavier, 2011).

Além da sua presenca em embalagem, o BPA encontra-se no meio
ambiente como resultado do processo de lixiviacdo de produtos formulados a
partir deste, estando presente no solo, agua e ar (Beserra et al., 2012). Desta
forma, a exposicdo humana ao bisfenol A ocorre, sobretudo, por meio da dieta
além do contato dérmico (Doerge, Twaddle, Vanlandingham, Brown, & Fisher,
2011).

O bisfenol A esta incluido no Regulamento da Unido Europeia do UE
n.° 10/2011 e o limite de migracdo especifico 0,6 mg.kg? passou a ser 0,05
mg.kg* (Jounal Oficial da Unido Europeia, 2011). Paises do Mercado Comum do
Sul (Mercosul) fazem uso da Regulamentacdo GMC n. 02/12 e 32/07, que
adotam o LME de 0,6 mg.kgl. No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) proibiu o uso do Bisfenol A na fabricagdo de mamadeiras e

utensilios utilizados por bebés (Brasil, 2011).
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Alguns paises como Canada, Franca e Dinamarca, resolveram adotar
medidas preventivas de proibicdo do uso de BPA em embalagens para uso
infantil, como mamadeiras. Esta medida adotada se da pelo fato de estudos
concluirem que o BPA esti associado a problemas neurolégicos em bebés,
principalmente pela exposi¢cado do composto nos primeiros anos de vida (Beserra
et al., 2012).

O BPA é um desregulador enddcrino amplamente conhecido. Estudos
enfatizam sua acao no organismo afirmando que ele se liga aos receptores de
estrogénio com efeitos estrogénicos comprovados em estudos laboratoriais. Sua
poténcia estrogénica assemelha-se ao 17-beta estradiol (E2), este horménio &
produzido endogenamente pelo homem e pela mulher sendo o estrogénio mais
ativo e importante para diversas agdes na saude e fertilidade feminina (Vifias,
Jeng, & Watson, 2012), além de promover a proliferacdo de células de cancer
de mama e de células do Utero e da vagina, alteracdo do tamanho da préstata,
testiculos, vesicula seminal e diminuicdo dos niveis de testosterona (Wetherill et
al., 2007; Rochester, 2013). O BPA também interage com outros 6rgados e
sistemas fisioldgicos, incluindo o sistema nervoso central em desenvolvimento,
pancreas, figado e o sistema imunologico (Wetherill et al., 2007).

Quantidades traco de bisfenol A foram encontrados em alguns
alimentos, ndo somente pela migracdo como pelo contato do animal com a
substancia descartada indevidamente, ocorrendo assim a contaminacdo da
carne e posteriormente de outros produtos formulados a partir da carne do
animal (Bila & Dezotti, 2007).

Afim de reduzir e/ou restringir a utilizagéo de BPA, os fabricantes e as
empresas, gradativamente, estao utilizando os analogos do BPA, como bisfenol
F (4,4’-diidroxidifenilmetano), bisfenol AF (2,2-Bis(4-
hidroxifenil)hexafluoropropano), bisfenol S (4,4’-sulfonilbisfenol), e o bisfenol B
(2,2-bis(4-hidroxifenil)butano (Figura 4).
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Figura 4 - Estrutura quimica de analogos do BPA.
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Seus correlatos possuem a mesma funcdo de serem utilizados em
plasticos para melhorar o brilho e dureza de plasticos, bem como, serem
aplicados na formulagdo de vernizes. Sdo encontrados em quantidade
significativas e em fontes semelhantes do BPA (alimentos enlatados, agua, soro
humano, dinheiro, entre outros), entretanto, estes compostos também possuem
genotoxicidade e sdo capazes de desregular o sistema enddécrino de humanos e
animais, sendo de extrema importancia a atuacdo de pesquisadores frente a

mitigacéo da exposicao a estes contaminantes (Liao & Kannan, 2011).
3.2.6 Benzofenonas

A benzofenona (BP) ou difenilcetona, é uma cetona aromatica
composta por dois anéis aromaticos que sdo ligados por um grupo carbonila,
podendo apresentar diferentes substituintes que alteram suas propriedades,
sendo soluvel em solventes organicos e insolivel em agua (Cox, Kechagias, &
Kelly, 2008). A BP é vastamente utilizada como fotoiniciadores para tintas de
impresséo e vernizes curados com luz ultravioleta (UV). Benzofenonas também
sdo amplamente utilizados como absorvedores de UV em produtos de cuidado
pessoal, como logdes e filtros solares, na fabricagdo de inseticidas e produto
guimicos agricolas e aditivos plasticos, pela particularidade em que possui de
dissipar a radiacdo UV, sendo assim, sua importancia é de grande relevancia
para a fotoquimica (Anderson & Castle, 2003).

Tintas e vernizes curados com luz UV contém tipicamente 5-10% de
fotoiniciador. Embora as tintas e vernizes sejam aplicadas no exterior do material

de embalagem, substancias de baixo peso molecular como a benzofenona
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podem permear através da estrutura do cartdo e migrar para alimentos
embalados nestes materiais (Anaddén et al., 2009). Existe também a
possibilidade de que, se os residuos de benzofenona ndo forem completamente
removidos do papel e cartdo reciclados, a benzofenona pode persistir em
qualquer embalagem feita a partir destes materiais reciclados, mesmo que a
embalagem nao tenha sido impressa com tintas curadas por UV contendo
benzofenona (Anderson & Castle, 2003).

Uma vez que os fotoiniciadores estejam no lado interno da
embalagem, eles podem migrar para o alimento por contato direto ou por fase
gasosa. Para a benzofenona e seus derivados, o valor de migracédo total deve
ser inferior a 0,6 mg.kg™* (Anadon et al., 2009; Jornal Oficial da Unido Europeia,
2011).

Os derivados da benzofenona sdo componentes de uma gama de
produtos farmacéuticos como carreadores de fragrancia e protetores UV,
cosmeéticos para cabelo e pele, além de possuirem propriedades anti-
inflamatéria e antioxidante (Martins et al., 2007). A insercdo de grupos
cromoforos a mélecula de benzofenona, auxilia na formacdo de derivados
(Figura 5), e como exemplo temos: BP-1 (2,4-di-hidroxibenzofenona), BP-2
(2,2’,4,4'- tetrahidroxibenzofenona, BP-3 (oxibenzona), BP-5 (5- benzoil-4-
hidroxi-2-metoxibenzenossulfonato de sodio), BP-8 (dioxibenzona), BP-12 (2-
hidroxi-4-n- octoxibenzofenona) entre outros (Nascimento, Santos, & De, 2014).
A BP-1, BP-3, BP-8 E BP-12 foram reportadas no meio ambiente e analisados
em metabdlitos humanos (Asimakopoulos, Wang, Thomaidis, & Kannan, 2014;
Liao & Kannan, 2019). Preocupacdes tém sido levantadas sobre a seguranca da
utilizacdo de benzofenona e derivados, uma vez que esses compostos também
atuam como desreguladores enddcrinos (Witorsch & Thomas, 2010).

Sagratini et al.,, (2008) encontraram benzofenona em todas as
amostras de 40 bebidas em uma faixa de concentracdo de 5-217 ug/ L. Anderson
& Castle (2003) encontraram a maior contaminacdo por benzofenona em um
chocolate com alto teor de gordura. Shen et al., (2009) estudaram a migracao de
sete fotoiniciadores em leites com diferentes teores de gordura e igualmente, os

maiores niveis de contaminagéo foram detectados nos leites mais gordurosos.
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Figura 5 - Estrutura quimica da benzofenona e alguns derivados
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OH O O OH O OH
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Liao & Kannan (2019), estudaram a incidéncia de BPA e BP em
moluscos através da cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de
massas, na China entre os anos de 2006-2015. Os autores concluiram que as
concentracdes de bisfenol aumentaram nos moluscos nos ultimos anos, eo BP-
3 foi encontrado em maiores quantidades nas amostras.

Tendo em vista que, o BP-3 possui toxicidade significativa para
humanos e animais, inclusive os peixes, ela tem se tornado uma das
benzofenonas de maior preocupacao atual, pelo fato de ter sido considerada um
CE, com isso, foram realizados estudos em animais e humanos. Em humanos,
altos niveis de exposicdo a BP-3 estdo associados a uma mudanc¢a incomum no
peso ao nascer e na idade gestacional de meninas e meninos (Wolff et al., 2008)

Molins-Delgado et al., (2018) estudaram a ocorréncia de filtros UV,
benzofenona- 3 e seus metabdlitos em tainha-de-lebranche (Mugil liza) do Rio
de Janeiro, Brasil. As concentracdes de BP-3 e dos seus metabdlitos foram os
anicos encontrados em todos os tecidos estudados (branquias, figado e
musculo).

Schlumpf et al., (2001), demonstraram em seus estudos que a BP-3
exerce um efeito uterotrofico in vivo, além de estimular a proliferagéo celular de
células cancerigenas da mama MCF-7. Estudos realizados por Broniowska et
al., (2018), em ratos sugerem que o BP-2 causa alteracdo dos hormdnios
tireoidianos.

Uma potencial exposicdo alimentar ao BPA e BPs deve ser
corretamente avaliadas em bebés, principalmente. A alimentagdo de bebés de

0-6 meses se da pelo aleitamento materno, formulas infantis liquidas ou em po,


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/toxicity
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/thyroid-hormone
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/thyroid-hormone
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as quais sao fortificadas com 6leo de peixe e podem estar acondicionadas em
plasticos, vidro ou metal (Bernardo et al., 2015).

Nessa faixa etaria, mamadeiras de policarbonato ou latas de metal
revestidas de resina epoxi obtiveram 19 % de exposicdo a migracdo de BPA,
sendo apenas 1% proveniente de férmulas infantis em pé (WHO/FAO, 2010).

Resinas epoOxi possuem a principal funcdo de minimizar as reacdes
gue possam vir a ocorrer entre a lata e o alimento, tal como reacao de sulfuracéo
e corrosado, no qual os vernizes devem resistir a esterilizacao ou a pasteurizacao,
para produtos processados termicamente e apresentarem resisténcia a acidos
organicos e a sulfuracédo para produtos que possuam enxofre (Saron, 2004).

Takao et al.,, (2002) encontraram baixas concentracfes de BPA
provenientes de resinas epoxi em latas de acondicionamento de alimentos sem
pasteurizacdo, uma justificativa para as baixas concentracdes € a temperatura
do tratamento térmico utilizado, afirmando que em temperaturas mais baixas
pode-se reduzir consideravelmente a migracdo de compostos de embalagem
para alimentos.

Diante disso, € de extrema importancia a avaliagdo da ocorréncia de
benzofenonas e BPA em produtos enlatados comercializados no Brasil, visto que
estes contaminantes sao provenientes das tintas de impressdo e vernizes
utilizados em embalagens metélicas, bem como da matéria-prima utilizada. Os
dados quantitativos sdo necessarios para prosseguir na avaliacdo do impacto

causado a saude humana decorrente da ingestao desses compostos.

3.3 Métodos analiticos e preparo de amostra para analise de DEs em

alimentos

As amostras de alimentos sdo matrizes muito complexas e a
determinacdo de contaminantes em baixas concentracfes pode se tornar um
desafio. Para analise de residuos e contaminantes, sdo necessarias algumas
etapas que podem envolver um pré-tratamento, extracdo e limpeza que
antecede a analise propriamente dita. O preparo de amostra é essencial para
isolamento de analitos para consequentemente concentra-los, seguido de
limpeza do extrato para remocéo de interferentes capazes de comprometer o

processo cromatografico. Geralmente, amostras liquidas recebem tratamentos
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diferentes das solidas, bem como a concentracdo de gordura, proteina e 4gua
também influenciam (Kinsella et al., 2009a).

Nos ultimos anos, a determinacdo de residuos e contaminantes, em
especial DEs em alimentos cresceu, e com isSsO novas técnicas e
desenvolvimentos de métodos analiticos foram descritos, ocorrendo uma
melhoria dos métodos tradicionais para os atuais, no qual a utilizacdo de grandes
volumes de solventes e o emprego de etapas que demandavam muito tempo
foram reduzidos (Prestes, Friggi, Adaime, & Zanella, 2009).

Devido as concentracbes extremamente baixas que estes
contaminantes podem ser encontrados nas amostras (ug/L e ng/L) os
instrumentos apresentam certa dificuldade em separar e quantifica-los,
necessitando de um método de extracdo adequado para que sejam
concentrados. Dentre as técnicas mais utilizadas, encontram-se extracao
liquido-liquido, extracdo em fase solida e extracdo solido-liquido, pelo fato de
serem mais simples (Montagner, 2010; Magro, 2013).

Para tanto, técnicas cromatogréficas acopladas a diferentes
detectores sdo empregadas, cada um com seu objetivo principal, e com base
nas caracteristicas principais da matriz € selecionado o tipo de cromatografia,
sendo liquida ou gasosa (Mezcua et al., 2012).

Em relagcédo a instrumentacéo e sistemas de deteccao, para ftalatos
(Z. Guo et al., 2010; Li et al., 2011; Vavrous, Pavlouskova, Sevcik, Vrbik, &
Cabala, 2016; Pereira, Selbourne, & Pocas, 2018) e fotoiniciadores de tinta
(Gallart-Ayala, Nufiez, Moyano, & Galceran, 2011; Bugey, Janin, Edder, & Bieri,
2013; Huimei et al., 2017), LC e GC sao amplamente empregados. A
cromatografia liquida acoplada a detector de fluorescéncia (FL) ou arranjo de
diodos (DAD) é muito utilizada para analise de bisfenol A (Muniategui-lorenzo &
L, 2017), entretando detectores MS ou MS/MS vém ganhando destaque tanto
para LC quanto GC ( Fattore, Russo, Barbato, Grumetto, & Albrizio, 2015;
Filippou, Deliyanni, & Samanidou, 2017). A cromatografia a liquido oferece a
vantagem da simplicidade sobre a cromatografia gasosa, para a qual é
necessario um passo de derivatizacdo antes da analise (Dreolin, Aznar, Moret,
& Nerin, 2019).

A técnica instrumental de HPLC é mais acessivel e mais utilizada,

devido a sua disponibilidade e preco nos laboratorios de rotina. Logo, de acordo
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com 0s autores, essa pratica permanece aceitavel e é favorecida, apesar da
tendéncia atual de utilizacdo MS/MS (Quinto, Spadaccino, Palermo, & Centonze,
2009).

As técnicas mais utilizadas para extracdo e limpeza de matrizes
alimentares para andlise de contaminantes séo: extracao soélido-liquido (Solid
Liguid Extraction, SLE) e a extracao liquido-liquido (Liquid Liquid Extraction, LLE)
no qual, ambas consistem na extracdo exaustiva de amostras sdlidas e liquidas,
respectivamente, agitadas veemente onde se faz uso de solvente organico,
como a acetonitrila, metanol e acetato de etila sdo muito utilizados. (Marazuela
& Bogialli, 2009; Lehotay et al., 2010). Além disso, sdo usados a dispersao da
matriz em fase solida (Matrix Solid Phase Dispersion, MSPD (Barker, 2007;
Rodrigues, Caldas, & Primel, 2010); a extracdo ultrassbnica (Ultrasonic
Extraction, USE)(Rezi¢, Horvat, Babi¢, & KaStelan-Macan, 2005) e extragéo
assistida por micro-ondas (Microwave-Assisted Extraction, MAE) no qual s&o
técnicas de rapida execucdo (Zhao, Xu, Su, Zhang, & Wang, 2012) e a PLE
(Pressurized Liquid Extraction) ou extracdo liquida pressurizada (Carabias-
Martinez, Rodriguez-Gonzalo, Revilla-Ruiz, & Hernandez-Méndez, 2005).

Na ultima década, o conceito de “quimica verde” vém ganhando
destaque no desenvolvimento e avancos da quimica analitica, baseando-se na
reducao ou eliminacdo do uso e geracao de substancias capazes de trazer algum
maleficio para o meio ambiente e para a saude humana e animal. Em
concordancia com isto, o desenvolvimento de métodos para o preparo de
amostra teve um aumento, no qual muitos deles sdo extremamente eficientes
(Rezaee, Yamini, & Faraji, 2010; Moreira, Yokoya, & Gaitani, 2014).

Neste sentido, o desenvolvimento e modificacbes de técnicas
miniaturizadas foram apresentadas, como a LPME - liquid phase
microextraction. Sendo assim, sdo exploradas diferentes técnicas de LPME,
como: microextragcdo em gota suspensa (SDME - single drop microextraction),
microextracdo em fase liquida com fibra oca (HF-LPME - hollow fiber - liquid
phase microextraction), microextracdo em fase solida (SPME — solid phase
microextraction) (Moradi, Yamini, & Baheri, 2011), e a mais utilizada atualmente,
correspondendo a mais de 50% de publicacdo dentre todas as técnicas de

miniaturizacao € a microextracéo liquido-liquido dispersiva (DLLME — dispersive
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liquid—liquid microextraction (Rezaee et al., 2010; Moradi et al., 2011; Moreira et
al., 2014).

Uma técnica foi desenvolvida originalmente para analise de residuos
de pesticidas em frutas e legumes, sendo denominada de QUEChERS (Quick,
Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe) (Paya et al., 2007). Este método foi
desenvolvido para superar limitacbes praticas dos métodos de extracao
disponiveis, englobando as seguintes etapas: extragdo com solventes
(acetonitrila e agua), a particao realizada com a adi¢do de sais (NaCl e MgSQa)
para que ocorra o efeito salting out e retirada de agua, respectivamente e a
limpeza do extrato por d-SPE (dispersive solid-phase extraction) (Cabrera et al.,
2012; Macedo, 2012). Entretanto, a técnica vem sendo amplamente utilizada
para determinagao de outros contaminantes em diferentes matrizes alimentares,
andlise de contaminantes ambientais e de processamento de alimentos (HPAs,
acrilamida), micotoxinas, desreguladores endécrinos em geral, retardantes de
chamas, filtros UV (Cabrera et al., 2012; Queiroz, Ferracini, & Rosa, 2012).

As vantagens apresentadas pelo método QUEChERS séo as taxas de
recuperacdo serem satisfatorias (maiores que 85%) se tratando de pesticidas,
tempo curto de analise, robustez e baixo custo de aplicacdo do método, baixo
consumo de solventes e pequena geracao de residuos, estando de acordo com
alguns aspectos da quimica verde. Diversos trabalhos da literatura aplicam a
técnica de QUEChERS para deteccdo de DEs em matrizes alimenticias (Liu et
al., 2011; Cunha, Cunha, Ferreira, & Fernandes, 2012; Adenuga, Ayinuola,
Adejuyigbe, & Ogunfowokan, 2020).

Quanto ao clean-up, a utilizacdo de SPE (extracdo em fase sdélida), é
um procedimento comum e tradicional de preparo de amostras devido a sua
simplicidade, entretanto algumas desvantagens fizeram com que a técnica
sofresse modificagdes ao longo dos anos. As principais desvantagens seriam o
entupimento do cartucho, pré-tratamento do sorvente, irrepetibilidade da vazéo
da fase movel (Fontana, Camargo, Martinez, & Altamirano, 2011; Farajzadeh,
Yadeghari, & Khoshmaram, 2018).

Como substituinte da SPE, tém-se a a extracdo em fase solida
magnética (MSPE), que € um novo método de preparagdo de amostras, na qual
emprega particulas magnéticas como absorvente (Habila, ALOthman, El-Toni,
Labis, & Soylak, 2016), extracdo de fase micro-soélida dispersiva (D-uSPE), e a
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técnica de extracdo em fase sélida dispersiva (d-SPE). A facilidade de execucao
dessa técnica tem tornado-a amplamente empregada (Garcia-Corcoles et al.,
2018). Uma das vantagens é o fato de ndo ser necessario o condicionamento da
fase solida, como é necessario nos cartuchos de SPE. Em relacdo aos
adsorventes, sdo C18, PSA, GCB e SAX, os quais sao adicionados em uma
aliquota do extrato, diferentemente do processo realizado por MSPD, onde os
sais sdo adicionados a amostra original. A d-SPE ¢é utilizada na etapa de clean-
up no método QUEChERS (Paya et al., 2007; Fontana et al., 2011; Cabrera et
al., 2012).

Outra técnica que merece destaque para analise de residuos e
contaminantes em alimentos € a LTP (Low Temperature Partition), particio em
baixas temperaturas (Andrade, da Silva, & Caldas, 2013; Guedes et al., 2014;
Maia, Arcanjo, Pinho, & Silvério, 2017; Rodrigues et al., 2018). A técnica foi
inicialmente denominada de extracdo liquido-liquido com particdo de baixa
temperatura (LLE-LTP) (Vieira, Neves, & Queiroz, 2007), entretanto sofreu
avancos e modificacdes ao longo dos anos, sendo aplicada conjuntamente com
outras técnicas para analises de diferentes matrizes alimentares (Goulart, de
Queiroz, Neves, & de Queiroz, 2008; Pinho, Neves, de Queiroz, & Silvério, 2010;
Guedes et al., 2014).

O principio da técnica baseia-se na adicdo de agua e solventes
organicos (normalmente, acetonitrila) a matriz e em seguida a mistura é resfriada
a -20 °C. A fracdo organica retém os analitos e ndo é capaz de congelar,
permitindo também uma limpeza eficiente de amostras que contenham
quantidades significativas de lipideos, haja visto que o material gorduroso tende
a se agregar a fracdo congelada (Pinho et al., 2010; Maia et al., 2017). Se a
técnica for utilizada em conjunto com a Extracdo em fase sélida- dispersiva (d-
SPE, dispersive-solid phase extraction), sais adsorventes devem ser utilizados
para remocao de outros interferentes que podem ficar dispersos no extrato, como
no caso do estudo realizado por (Sobhanzadeh & Nemati, 2013), onde os autores
utilizaram a LTP conjuntamente com a d-SPE para analise de contaminantes em
6leo de palma.

Na tabela 2 é possivel observar os diferentes estudos realizados

acerca de contaminantes em diversas matrizes alimenticias, englobando as
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diferentes técnicas de preparo de amostra, limpeza, deteccdo e quantificacdo
dos compostos quimicos.

Vale ressaltar que cada técnica possui suas vantagens e
desvantagens (limitacdes), cabendo ao pesquisador analisar a melhor escolha
do método com base nas propriedades da matriz e do analito em estudo.

3.4 Avancos em analise de contaminantes DEs em alimentos

Métodos analiticos extremamente eficientes e sensiveis s&o
necessarios para deteccao e quantificacdo de DEs em matrizes alimenticias.
Além da instrumentacao, técnicas de preparo de amostras sdo imprescindiveis
dadas a complexidade das matrizes, e 0s inUmeros compostos, com estruturas
quimicas semelhantes a do analito de interesse que podem interferir na
separacdo cromatogréfica. Neste sentido, o desenvolvimento de um método
analitico deve ser rigoroso para atender os valores minimos que estes
contaminantes devem estar nos diversos tipos de alimentos ou até mesmo,
materiais que acondicionam os alimentos (Kinsella et al., 2009; Magro, 2013).

Os métodos cromatogréficos, ultimamente vém se destacando na
andlise de DEs. Sistemas de ultra-resolucdo, tanto em cromatografia liquida
(fast-LC, UPLC)(Wang, Zhou, & Jiang, 2013; Gallo et al., 2017; Beltifa et al.,
2018; Moid AlAmmari, Rizwan Khan, & Agel, 2019) quanto em cromatografia
gasosa (bidimensional GC x GC) (Drabova et al., 2013; LOpez, Tienstra,
Lommen, & Mol, 2016; Sawant et al., 2017), no qual combina-se duas colunas
capilares GC diferentes, séo utilizados para melhorar a separacdo de misturas

complexas, garantindo a facilidade de interpretacdo dos cromatogramas.



Tabela 2 - Técnicas analiticas de preparo de amostra, limpeza, separacao e deteccao utilizadas para determinacéo de

desreguladores enddcrinos em matrizes alimenticias
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Preparo de amostra /

Alimento Composto Separacéo e detecco Referéncia
, . . QUEChERS
Leite materno Bisfenois LC-APCI-MS/MS Dualde et al., (2019)
Atum BPA LLE Aristiawan et al., (2015)
HPLC-UV N
Peixes BPA LLE Liao & Kannan (2014)
HPLC-ESI-MS/MS
Alimentos enlatados BPA HPLC-DAD Sungur et al ., (2014)
. . . . DLLME
Bebida e férmula infantil BPA E BPB MDGC-MS Cunhaetal., (2011)
Alimentos para bebés Bisfenois d-SPE Garcia-Corcoles et al., (2018)
GC-MS/MS N
. QUEChERS .
Peixes BPA UHPLC-MS/MS Jakimska et al., (2013)
. . . . : SPE
Oleo, chocolate, manteiga Bisfenois, BP e derivados HPLC-MS/MS Vavrous et al., (2019)
Bebidas Ftalatos LLE Wu et al., (2019)
GC-MS N
. Soxhlet-SPE . .
Peixes PFASs UPLC-QQQ-MS/MS Ojemaye & Petrik, (2019)
Bebidas BPA USE-SPE Russo et al., (2016)

HPLC-FLD



Peixe e molusco
Leite e produtos lacteos
Agua

Alface, espinafre
Moluscos

Peixe

Oleo de palma
Oleos comestiveis
Peixes

Leite materno
Agua

Peixe

Leite e derivados

Ftalatos
Ftalatos
Bisfenois e parabenos
BP-2, BP-3
Bisfendis e BP
BP e derivados
Ftalato

Ftalato
Parabenos
Parabenos
Parabenos
Parabenos

PFAS

USE- SPE
GC-MS/MS

QUEChERS
UHPLC / ESI Q-Orbitrap

MAE-DLLME
UHPLC-MS/MS

UAE-d-SPE
LC-MS/MS

SPE
HPLC-MS/MS

SPE
HPLC-MS/MS

SPE
HPLC-DAD

QUEChERS
DLLME-HPLC-DAD

QUEChERS
UHPLC-MS/MS

QUEChERS
LC-APCI-MS/MS

GC-MS/MS

LLME
HPLC-DAD

QUEChERS
HPLC-MS / MS
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Gu et al.,(2014)
Jiaetal., (2014)

Wei et al., (2017)
Aparicio et al.,(2018)
Liao & Kannan (2019)
Molins-Delgado et al., (2018)
Ibrahim et al., (2014)
Xie et al., (2014)
(Jakimska et al., (2013)
Dualde et al., (2019)
Albero et al., (2012)
Ribeiro (2014)

Sznajder-Katarzynska et al., (2019)



Alimentos para bebés Ftalatos (lé(S;YGSDLLME
Formula infantil em p6 BPA II\D/IIE)LGMCE-MS
Frutos do mar Organotina g(S:EMSSPE
Alface BP-3 g:él_il\-/lSéPME
Pebe BP-3 ﬁlLDEL_CS-T\)AES/Ms

39

Russo et al., (2016)
Cunha et al., (2011)

Chen et al. , (2019)

Cabrera-peralta & Pefia-Alvarez
(2018)

Molins-Delgado et al., (2018)

USVADLLME- Ultrasound-Vortex-Assisted Dispersive Liquid-Liquid Micro-Extraction; MDGC- heart-cutting multidimensional GC coupled to mass spectrometry.
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Dos métodos de deteccdo existentes, a espectrometria de massas
(EM), devido a sua especificidade, se tornou 0 método mais utilizado e requerido
para analise de contaminantes em alimentos. Outros detectores, como UV,
indice de refracdo e fluorescéncia, por exemplo, também s&o usados, mas
podem ser menos especificos. A EM é considerada mundialmente o método
confirmatdrio mais eficiente para identificar e quantificar muitas classes de
residuos e contaminantes(Asimakopoulos et al., 2014; Dewalque, Pirard, Dubois,
& Charlier, 2014). O espectrometro de massas (MS) ao longo dos anos foi
aprimorado, com alguns tipos de analisadores de extrema eficiéncia, como o
Orbitrap e o tempo de vdo (TOF), no qual garantem alta resolucéo, com picos de
largura extremamente estreitos, eficientes para andlise de residuos em
alimentos (Simao, 2015).

Um desenvolvimento que vem ganhando destaque, envolve o
acoplamento on-line de sensores bioldgicos automatizados ao sistema MS para
realizar bioensaios, capaz de detectar contaminantes (antibiéticos, toxinas,
pesticidas), sendo o mais comum chamado de Ressonancia Plasmonica de
Superficie (SPR) (Antignac, Courant, & Le Bizec, 2009).

A SPR foi desenvolvida para monitorar em tempo real, marcadores
moleculares/analitos da amostra, apresentando como vantagens uma boa
sensibilidade e reprodutibilidade. A amostra necessita de pré-tratamento simples
além de fornecer resposta quantitativa. O primeiro equipamento foi
comercializado em 1990, entretanto, sua utilizacdo na area de alimentos se
tornou um pouco restrita, e ganhou espac¢o na area da pesquisa nos ultimos 10
anos (Mariani & Minunni, 2014).

Xue et al., (2019) realizaram ensaios com o0 sensor para demonstrar
a deteccéo ultrassensivel de BPA. Os autores conseguiram encontrar um limite
de deteccdo extremamente baixo, na ordem de 5,2 pg.mL, demonstrando que
sua utilizacao se torna de extrema importancia na area de contaminantes.

O método de funcionamento do sensor € feito pela injecdo do analito
em um sistema de fluxo no qual sdo levados na superficie do sensor que contém
a molécula alvo imobilizada, podendo ser uma enzima, anticorpo e aptametro,
entre outros, capaz de se ligar com o analito. A resposta € dada por um grafico
informacional da associacdo e dissociacdo do analito com a molécula alvo
(Karlsson, Pol, & Frostell, 2016).
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Outra abordagem que se tornou cada vez mais popular no campo da
Ciéncia de Alimentos ¢é a “foodomics” na qual tém a fungéo de caracterizar uma
amostra bioldgica por um tipo de impressao digital, podendo ser por
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) ou MS. A RMN, € uma
técnica extremamente poderosa e versatil capaz de ser aplicada a diferentes
tipos de matrizes alimentares, como bebidas, 6leos e lipidios, vegetais, carne e
laticinios. A utilizacdo de RMN tem a funcionalidade de auxiliar no controle de
qualidade e seguranca dos alimentos, sensorial (Malmendal et al., 2011),
caracterizagdo estrutural e andlise composicional (Cheng & Neiss, 2012)
interacbes de componentes do alimento (Fernandes, Natércia, Mateus, &
Freitas, 2015), entre outros.

No ambito da pesquisa acerca de contaminantes com énfase em DEs
utilizando a técnica de RMN os estudos sdo extremamente escassos. A RMN
ainda é uma metodologia pouco explorada e utilizada na area de contaminantes
devido ao seu alto custo e dificuldade em que os cientistas apresentam para
utilizacdo e compreensdo dos resultados fornecidos pela técnica, entretanto
estudos séo necessarios para 0 aprimoramento da técnica haja visto que ela é
extremamente poderosa e efica. Por outro lado, estudos com MS tém um
crescimento constante (Baghel, Singh, Singh, & Sinha, 2017).

Partindo para o pré-tratamento e preparo de amostra, alguns métodos
eficazes foram surgindo, como por exemplo utilizacdo da nanotecnologia para o
pré-tratamento de alimentos. Os nanomateriais (0,2-100 nm) sdo formados de
materiais organicos e inorganicos (Liu et al., 2019), sendo amplamente utilizados
como adsorventes devido ao seu pequeno tamanho e grande area superficial,
cadeia estrutural. As propriedades funcionais singulares dos nanomateriais
auxiliam na pré-concentracdo dos analitos alvo, melhorando significativamente
a sensibilidade, seletividade, preciséo e exatiddo do desenvolvimento do método
(Azzouz et al., 2018).

Esta técnica se tornou uma tendéncia promissora pelas vantagens
exploradas anteriormente e pela diversidade dos diferentes tipos de
nanomateriais existentes para aplicacdo em alimentos, sendo alguns deles:
estruturas metal-organicas (MOFs) (Maya et al., 2017), silicas mesoporosas
ordenadas (OMSs) (Casado, Pérez-Quintanilla, Morante-Zarcero, & Sierra,
2017), derivados de polidopamina (PDA) (Che et al., 2017), nanomateriais a base
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de carbono (Y. Sun, Ha, Chen, Qi, & Shi, 2016) e materiais covalentes organicos
(COFs) (N. Li et al., 2018), bem como outros hanomateriais.

A utilizacdo dos nanomateriais em alimentos é descrita na literatura
como auxiliar na extracdo de DEs. Como exemplo tém-se a aplicagdo em suco
de frutas, leite (Lv et al., 2017), leite materno (Shahvar, Soltani, Saraji, Dinari, &
Alijani, 2018), agua (Fischnaller, Bakry, & Bonn, 2016) e carne (N. Li et al., 2018).

A ciéncia e tecnologia de alimentos estdo em crescente
desenvolvimento para o aprimoramento de técnicas cromatograficas e preparo
de amostra, visando atender as legislacbes nacionais e internacionais
especificas de contaminantes presentes em matrizes alimenticias. Com isso, 0
desenvolvimento e validacdo de métodos analiticos para avaliar a incidéncia de
contaminantes DEs s&@o de extrema importancia para assegurar 0 consumo e

minimizar as formas de exposi¢céo a estes compostos.
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RESUMO

Os contaminantes de embalagens, em especial desreguladores enddcrinos
(DEs), fazem parte de uma ampla lista de contaminantes pesquisados em
alimentos nas Ultimas décadas, tanto nacional quanto internacionalmente,
devido as adversas reacdes que causam ao organismo humano e animal. Com
isso, a necessidade de métodos analiticos sensiveis e seletivos sdo necessarios
para contribuir com pesquisas e 6rgaos regulamentadores de alimentos, haja
visto que os contaminantes podem ser encontrados em quantidades traco em
matrizes alimenticias complexas. Sendo assim, um método analitico simples e
eficaz para a determinacgéo de seis contaminantes, incluindo cinco benzofenonas
(BP-1, BP-3, BP-8 e BP-12) e bisfenol A (BPA) em formulas infantis foi
desenvolvido neste estudo. Para alcancar este objetivo, foram utilizados
planejamentos experimentais sequenciais para otimizar o método de extracdo e
limpeza utilizando particdo em baixas temperaturas em conjunto com a extragéo
em fase solida-dispersiva (d-SPE). Quanto aos planejamentos utilizados,
primeiramente realizou-se um Plackett-Burman (PB) para selecionar variaveis de
significancia para extracdo, em seguida um Delineamento Composto Central
Rotacional (DCCR) otimizou estas variaveis significativas e por fim a funcao de
desejabilidade proposta por Derringer e Suich foi aplicada para maximizar a
resposta de todos os analitos na amostra, simultaneamente. As quantidades de
PSA, H20 e acetonitrila otimizadas foram, respectivamente 90 mg, 7,08 e 6 mL,
além da utilizacéo acido tricloroacético e sal NaCl foram imprescindiveis para a
extracdo e limpeza da amostra. A metodologia analitica foi validada
apresentando valores de recuperacdo entre 55,29 a 106,45%, utilizando
padronizacdo interna, os limite de deteccéo foram de 0,02 mg.kg™ para BPA, 0,1
mg.kg? para BP, BP-3, BP-8 e BP-12 e 0,5 mg.kg* para BP-1, precisdo com
RSD <20% com repetibilidade e reprodutibilidade intralaboratorial.
Adicionalmente, o método desenvolvido foi aplicado a vinte e cinco amostras de
férmulas infantis no qual ndo foram detectados nenhum dos compostos alvo,
sendo assim, 0 presente estudo garantiu a seguranca quanto ao consumo das
formulas infantis frente aos contaminantes.

Palavras-chave: desregulador enddcrino, bpa, benzofenonas, otimizacao
multivariada,LTP/d-SPE
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ABSTRACT

Contaminants in packaging, especially endocrine disruptors (DEs) are part of a
wide list of contaminants researched in food in the last decades, nationally and
internationally, due to the adverse effects they cause to the human and animal
organisms. Thereby, the need for sensitive and selective analytical methods is
necessary to contribute to research and food regulatory agency, because these
contaminants can be found in trace amounts in complex food matrices. Therefore,
a simple and effective analytical method for determination of six contaminants,
including five benzophenones (BP, BP-1, BP-3, BP-8 and BP-12) and bisphenol
A (BPA) in infant formulas was developed in this study. To achieve this goal,
sequential experimental designs were used to optimize the extraction and clean-
up method using low temperature partition with dispersive solid phase extraction
(d-SPE). In relation to the plans used, first a Plackett-Burman (PB) was performed
to select variables of significance for extraction, then a Central Composite
Rotational Design (CCRD) optimized these significant variables and finally the
desirability function proposed by Derringer & Suich was applied to maximize the
response of all analytes in the sample, simultaneously. The optimized amounts
of PSA, H20 and acetonitrile were, respectively, 90 mg, 7.08 and 6 mL, in addition
to the use of trichloroacetic acid (TCA) and NaCl salt were essential for the
extraction and clean-up the sample. The analytical methodology was validate,
showed values for the recovery between 55,29 to 106,45%, using internal
standardization, the detection limits were 0.02 mg.kg? for BPA, 0.1 mg.kg* for
BP, BP-3, BP-8 and BP-12 and 0.5 mg.kg* for BP-1, precision with RSD <20%
based on intra-laboratory repeatability and reproducibility. Additionally, the
analytical method was applied to twenty-five samples of infant formulas in which
none of the target compounds were detected, thus, the present study ensured

safety regarding the consumption of infant formulas against contaminants.

Keyword: endocrine disruptor, bpa, benzophenones, multivariate optimization,
LTP/d-SPE
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1 INTRODUCAO

A nutricdo adequada durante a infancia é essencial para garantir o
desenvolvimento saudavel de crian¢as. Para tanto, a Organizacdo Mundial da
Saude recomenda o aleitamento materno. Entretanto, nos casos em que o0
aleitamento € impossibilitado a substituicdo pode ser feita através da
suplementacdo com formulas infantis (FI) (Brasil, 2009) .

As embalagens que acondicionam as formulas infantis sdo em sua
maioria metalicas, os quais oferecem boa prote¢cdo contra a umidade, oxigénio
e fatores externos. Entretanto, ha evidéncias de que os componentes das
embalagens podem migrar para alimentos expondo 0os consumidores a diversos
contaminantes quimicos (Noonan, Ackerman, & Begley, 2011).

Os contaminantes emergentes sdo compostos quimicos de origem
variada, com impacto negativo em humanos e animais, além de efeitos
toxicolégicos que ainda ndo sdo bem conhecidos (Tondera, Blecken, Chazarenc,
& Tanner, 2018). Dentre estes compostos, destacam-se os desreguladores
enddcrino, que sdo substancias que se ligam aos receptores hormonais
nucleares ou imitam a sinalizacdo hormonal endégena e alteram o sistema
endocrino humano, acarretando diversas doencas como obesidade, autismo,
dimorfismo sexual ou cancer de mama, androgenia, entre muitas outras. Como
exemplo destes compostos tem o bisfenol A (BPA) e as benzofenonas (BPs) (C.
C. Montagner et al., 2017).

O BPA é empregado na producdo de plasticos a base de
policarbonato e resinas epOxi presente nas embalagens para alimentos e
bebidas, revestimentos de latas e tampas metalicas (Xavier, 2011). No Brasil, a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) proibiu 0 uso do BPA na
fabricacdo de mamadeiras e utensilios utilizados por bebés, entretanto, os dados
que estabelecem limites maximos de migracdo especifica do BPA para o
alimento no site da ANVISA séo antigos, no qual estabelecem LME de 0,6 mg.kg-
!, baseado em pareceres cientificos europeus (Commission Regulation (EU),
2011; Brasil, 2011), em contrapartida, estudos toxicolégicos mais recentes foram
realizados para a formulacdo de pareceres cientificos, estabelecendo LMEs
reduzidos de 0,05 mg.kg* de BPA (Laaninen, 2018).
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A benzofenona e seus derivados s@o cetonas aromaticas utilizadas
como fotoiniciadores para tintas de impressdao e vernizes curados com luz
ultravioleta (UV). As BPs também sdo amplamente utilizadas como
absorvedores de UV em produtos de cuidado pessoal, como logbes e filtros
solares (Anderson & Castle, 2003). Atualmente, medidas para mitigar a
exposicdo do ambiente aquatico a benzofenona-3 (BP-3) foram publicadas,
proibindo a utilizagdo de BP-3 em protetores solares, visto que esta substancia
esta relacionada com degradacao de corais e parte da vegetacdo marinha (BBC
a, 2018; BBCb, 2018). Sendo assim, a recomendacdo Europeia relacionada a
ingestado diaria aceitavel € que nao ultrapasse 4 pg/ kg p.c/ dia para BPA
(Gundert-remy et al., 2017) e 10 ug/ kg p.c/ dia para benzofenona (Anadon et al.,
2009).

Tradicionalmente, a instrumentacdo e o0s sistemas de detecc¢do
utilizados para andlise de bisfenol A e BPs sdo baseados na cromatografia
liguida acoplada a detector de fluorescéncia (FL) ou arranjo de diodos (DAD).
Entretanto, a cromatografia gasosa também tem sido utilizada acoplada a
espectrometria de massas 0s quais resultam em maior sensibilidade
(Muniategui-lorenzo, 2017).

Por outro lado, a técnica de extracdo aplicada a amostra também pode
ser usada como alternativa para concentrar analitos de forma eficiente e
melhorar a sensibilidade do método. Dentre estas técnicas temos a extracao em
fase solida dispersiva (d-SPE), proposta por Paya et al., (2007)que foi criada
simulaneamente com a técnica QUEChERS (quick,easy,cheap,effective,rugged
and safe), destinados a analise de residuos e contaminantes em alimentos. A
vantagem desta técnica € a possibilidade de realizar a facil combinacdo de
diferentes adsorventes adequando ao tipo de matriz e equipamento que sera
utilizado na determinagao dos analitos de interesse (Cabrera et al., 2012).

Uma técnica muito eficiente empregada para clean-up de matrizes
gordurosas é a particAo em baixas temperaturas, descrita inicialmente por
Goulart, de Queiroz, Neves, & de Queiroz, (2008) para a extracdo de
deltametrina e cipermetrina do leite, utilizando cromatografia gasosa com
deteccao por captura de elétrons. A vantagem da técnica de limpeza por particao
em baixas temperaturas combinada com a d-SPE é a obtencdo de um extrato

limpido com pequenas quantidades de interferentes. A fracdo congelada tende
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a agregar as particulas de gordura e posteriormente, utilizando-se do PSA, a
remocao de compostos polares, podendo ser acidos graxos de cadeia curta que
ficaram dispersos no extrato serdo mais facilmente eliminados (Sobhanzadeh &
Nemati, 2013; Rego et al., 2015).

A d-SPE juntamente com particdo a baixas temperaturas (LTP - Low
Temperature Partition) pode ser uma combinacdo satisfatoria de preparo de
amostra (Koesukwiwat, Lehotay, Mastovska, Dorweiler, & Leepipatpiboon, 2010;
Cabrera et al., 2012). Para a detec¢ao simultanea de analitos alvo em produtos
lacteos em poO é necessario que as condicfes de extracdo sejam adequadas,
pois esta etapa é primordial para as andlises cromatograficas e isto se deve ao
fato da matriz em estudo ser complexa, constituida em sua maioria de gorduras,
carboidratos, proteinas e vitaminas (N. Sun, Guo, & Ou, 2017).

A utilizacdo de analises multivariadas (projetos de triagem e
otimizacdo) vem ganhando credibilidade no desenvolvimento de métodos
analiticos, uma vez que permite a reducéo do numero de experimentos refletindo
em ganho de tempo, menor uso de reagentes e reducédo de custos (Narenderan,
Meyyanathan, Karri, Babu, & Chintamaneni, 2019). Estudos recentes
demonstram a importancia da otimizacdo de experimentos utilizando a
metodologia de superficie de resposta para encontrar melhores condi¢des para
extracdo simultanea de contaminantes em alimentos e materiais de contato com
alimentos (Ferey et al., 2013; Jia, Chu, Ling, Huang, & Chang, 2014, Petrarca,
Fernandes, Godoy, & Cunha, 2017; Oliveira, Monsalve, Nerin, Padula, & Godoy,
2020).

No Brasil, dados acerca da ocorréncia de BPA e BPs em produtos
enlatados sdo escassos. Diante disso, o objetivo do presente estudo é
desenvolver um método utilizando a cromatografia liquida para a determinacdo
simultanea de BPA e BPs em férmulas infantis. Para tanto, foi feita uma
otimizagdo multivariada do método de extracéo, utilizando LTP combinado com
d-SPE. O método foi validado e utilizado para avaliacdo da incidéncia de BPA e
BPs em 25 amostras de formulas infantis comercializadas na cidade de

Campinas-SP.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1. Amostras

Foram avaliadas 25 amostras de férmulas infantis acondicionadas em
embalagens metalicas. As amostras foram coletadas em diferentes mercados da
cidade de Campinas-SP e estocadas em temperatura ambiente até o dia das

analises.
2.2. Reagentes

Os padrdes de BP (99%), BP-8 (98%), BP-12 (98%), BP-3 (98%), BP-
1 (99%), 1-hidroxiciclohexil fenil cetona (99%) e BPA (99%) foram adquiridos da
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). Acetonitrila (grau cromatografico) foi comprada
da empresa Merck (Darmstadt, Germany). Amina primaria e secundaria (PSA)
foi obtida da Supelco, (Bellefonte, e os filtros de seringa (0.22 pm) foram
adquiridos da GVS (Sanford, USA). A agua ultrapura foi obtida de um sistema
Milli-Q (Bangalore, India).

Os compostos foram quantificados utilizando padronizagao interna.
Para tanto, foi utilizada uma solugcdo estoque contendo 1000 ppm de cada
padrdo em acetonitrila. Posteriormente, a partir da solucao estoque foi preparado
uma solucéo de trabalho (mix) contendo todos os compostos a 25 mg.kg™. Todas
as solucbes foram estocadas a 6°C. A curva de calibracdo foi construida
fortificando uma amostra de Fl no LOQ, 2, 4, 6, 8, 10 e 12 mg.kg™.

2.3. Extracao e limpeza da amostra
2.3.1. Otimizac¢ao multivariada

Planejamentos experimentais sequenciais foram utilizados para
otimizar a extracdo dos compostos a partir das férmulas infantis. Para tanto, as
variaveis PSA (mg), NaCl (g), GCB (mg), C18 (mg), agua (mL), ACN (mL) e SAX
(mg), bem como o tempo de ultrassom (min), foram estudadas utilizando um
planejamento de Plackett-Burman. Posteriormente, as variaveis que
demonstraram efeito significativo foram otimizados através de um delineamento
composto central rotacional-DCCR. A area de cada composto foi utilizada como

resposta para otimizacao. Por fim, a ferramenta proposta por Derringer & Suich
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(2018) foi utilizada para obter a melhor condicdo de extracdo para todos os

compostos avaliados.

2.3.2. Extracdo da amostra

Uma porcao de 2g de amostra foi transferida para vials de 40 mL e
fortificadas com padréo interno (5 mg.kg?). Apés a otimizacédo das variaveis de
extracao, iniciou-se o processo adicionando 7,08 mL de agua milli-Q seguindo
para agitacdo vigorosa no vortex por 30 segundos. Em seguida, 6 mL de ACN
foi adicionado seguido por agitacao (30s) e adicdo de 2g de NaCl com posterior
agitacao (30s). Por fim, as proteinas da mistura foram precipitadas utilizando 120
UL &cido tricloroacético saturado (TCA). Apés a adicao do acido, a amostra ficou
em repouso por 5 min e seguiu para agitacao (30s). Logo apdés, os tubos foram
centrifugados (3000 rpm/5 min) a 7°C e o extrato foi congelado por
aproximadamente 12 horas a -22 ° C overnight, permanecendo na fase liquida
superior (acetonitrila), os analitos, e na fase inferior (agua), a matriz gordurosa.
Esse procedimento foi utilizado para reduzir a concentracdo de gordura no
extrato e consequentemente a quantidade de co-extratores.

No dia seguinte, 2 mL do sobrenadante foi recolhido em tudo de
Falcon e submetido ao processo de clean-up utilizando 90 mg de PSA, seguido
por agitacdo (30s) e centrifugacdo 3500 rpm por 5 min. O sobrenadante foi
transferido para tubos de vidro, secos em fluxo de gas nitrogénio a temperatura
ambiente e ressuspedidos com 500 pL de acetonitrila: isopropanol (1:1). O

extrato foi sonicado por 5 minutos, filtrado e injetado no HPLC-DAD-FL.
2.4 Andlise instrumental e validagdo do método

A incidéncia de BPA, BP e derivados, foi avaliada em um
cromatografo a liquido Agilent (modelo 1100) equipado com injetor automatico e
detectores de fluorescéncia e de arranjo de diodos (HPLC-FL-DAD). A
separacao foi realizada utilizando uma coluna ACE 3 C18 (4,6 mm x 15cm x 3
um) e com vazao de 1mL.min. O sistema foi operado a 40°C utilizando agua
(A) e acetonitrila (B) como solventes. A composic¢éo inicial foi de 40% solvente A

e 60% solvente B por 5min, seguido por aumento linear do solvente B até 100%
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em 17.0 min. Posteriormente, o0 sistema retorna para condicdo inicial em 17.1
min, na qual permanece até 20 min. O volume de inje¢éo foi de 10 pL. O sistema
de deteccéo de fluorescéncia foi utilizado para o monitoramento do BPA no
comprimento de onda de excitacdo de 270 nm e emissdo em 305 nm. J& as BPs
foram monitoradas utilizando o DAD com os comprimentos de onda de 250 nm
para BP e PI, e 290 nm para BP-1, BP-3, BP-8 e BP-12.

A abordagem utilizada para avaliar o LOD (Limite de deteccéo) para
todos os compostos estudados BPA, BP-3, BP-8 e BP-12 o LOD foi determinado
como sendo 3 vezes a razao sinal ruido de cada composto, obtido apdés o
processo de extracdo de uma amostra fortificada. O LOQ (Limite de
quantificacdo) foi 3 vezes o valor de LOD.

A linearidade do método foi avaliada através de uma curva de
calibracdo com 7 pontos (LOQ, 2, 4, 6, 8, 10 e 12 mg.kg), injetada em triplicata.
A falta de ajuste e linearidade das curvas foram avaliadas através da analise de
variancia (ANOVA).

A recuperagéo e a precisdo intra e interdia foram analisadas em 3
pontos da curva de calibracdo (LOQ, meio e ultimo ponto da curva). A precisao
intradia foi determinada utilizando 10 replicatas avaliadas no mesmo dia,
enquanto que, na precisao interdia foram avaliadas 3 replicatas em 3 dias
distintos. A precisao foi expressa como desvio padrao relativo (RSD).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Otimiza¢ado multivariada

Neste trabalho, um método para deteccdo simultanea de BPA e
benzofenonas foi desenvolvido utilizando HPLC-DAD-FL. Para tanto, foi utilizado
um planejamento Plackett-Burman, seguido por um DCCR (Tabela 3) e a
otimizacao proposta por Derringer & Suich (Tabela 4).

Os fatores avaliados no PB que tiveram efeito significativo, foram: sais
adsorventes PSA, C18, GCB, os solventes acetonitrila e agua e NaCl, com
excecao do tempo de ultrassom e SAX (Figura 6).

Neste estudo, o incremento de ACN impactou negativamente (p <0.1)
na extracao de todos os compostos, com excec¢ao do BP-1. A ACN é considerada

um dos melhores solventes para a extracao de residuos e contaminantes com
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percentuais relativamente altos de recuperacdo, além de extrair baixas
concentracbes de coextrativos lipofilicos da matriz, bem como agir na
desnaturacao de proteinas (Cabrera et al., 2012). Por outro lado, a quantidade
de &gua afetou positivamente na extracdo dos mesmos compostos. Esses
efeitos podem ser atribuidos ao aumento da extragdo com o incremento da
guantidade de agua e efeito de diluicdo quando os compostos séo transferidos
da &gua para ACN. Em virtude disso, esses fatores foram incluidos na segunda
etapa do processo de otimizacao.

Dentre os sais adsorventes analisados, o PSA mostrou efeito
significativo (p < 0.1) na extracdo do BPA, BP, BP-3 e BP-8. O PSA é o trocador
aniébnico mais utilizado na retencdo de &cidos graxos livres, 0s quais sao
amplamente encontrados nas formulas infantis, além de compostos polares e
outros coextrativos (Kinsella et al., 2009; Lozowicka, Rutkowska, & Jankowska,
2017). O PSA também foi incluido na etapa seguinte de otimizacéao.

O CGB apresentou impacto negativo (p < 0.1) para todos os
compostos, com excecao do BP-1. Mesmo no nivel (-1) do planejamento (10mg),
foi observada a completa adsorcdo de alguns analitos. Ja foi demonstrado que
o CGB pode ocasionar a completa remoc¢éo de compostos planares, como o BP-
12. Em funcgéo das baixas recuperac¢des demonstradas nesse estudo, o GCB foi
excluido da etapa de otimizacao.

O C18 apresentou efeito significativo para o BP-8 e BP-12. O C18 tem
sido usado para clean-up de amostras contendo gordura. Entretanto, dada o tipo
de material lipidico da amostra (4cidos graxos) e o melhor efeito do PSA,
optamos por retirar o C18 do processo de otimizagao.

Em relac&o ao NaCl, foi observado efeito positivo na extracao de BP3
e BP-12. A presenca de sal na mistura de ACN: H20 promove a imiscibilidade
através de mudancas termodindmicas. Como consequéncia, compostos com
baixa polaridade sao direcionados para a fase organica (acetonitrila). Além disso,
o NaCl promove o efeito salting out diminuindo a solubilidade de proteinas que
possam interferir na analise (Banerjee et al., 2007; Koesukwiwat, Sanguankaew,
& Leepipatpiboon, 2008; Prestes, Friggi, Adaime, & Zanella, 2009). Entretanto,
dado os baixos valores dos coeficientes obtidos no PB e a necessidade do sal
no processo de extracdo, optamos por nao incluir o NaCl no planejamento, mas

fixa-lo no ponto central (2,19).
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Figura 6 - Grafico de pareto corresponde as respostas obtidas no Planejamento

Plackett-Burman
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Adicionalmente, a utilizacdo de TCA foi necessaria para a limpeza da

amostra, devido a eficiente seletividade em que o TCA apresenta de precipitacéo

de proteinas do soro do leite (Calvo, 2002; Vasbinder, Rollema, & de Kruif, 2003).

De acordo com a figura 7, é possivel analisar o efeito que o TCA causa ha etapa

de extracao das formulas infantis.

O vial de letra A representa a amostra apos a adi¢cdo dos solventes,

NaCl e TCA, por outro lado o vial de letra B corresponde a amostra que foi

submetida a extracdo sem a adicdo de TCA, apresentando turbidez e coloracéo

branca devido as proteinas da amostra ndo estarem precipitadas, tornando-se

um possivel interferente na identificagdo dos analitos. Vale ressaltar que os tubos

ainda ndo foram submetidos a baixas temperaturas, indicando que o método

otimizado se mostrou satisfatorio para a extracdo dos compostos.
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Figura 7 - Comparacéo das amostras submetidas a extracdo com TCA (A) e sem
TCA (B)

Por fim, o volume de acetonitrila e agua, bem como a quantidade de
PSA (mg) foram otimizados utilizando um DCCR (p<0.05) (Tabela 3).

Tabela 3 - Valores das variaveis otimizadas pelo Planejamento composto central
rotacional (DCCR)

Variaveis -1,68 -1 0 1 +1,68
X1 PSA (mg) 49,1 90 150 210 250,9
X2 ACN (mL) 4,6 6 8 10 11,4
X3 H20 (mL) 4,6 6 8 10 11,4

A significancia dos fatores foi avaliada através da andlise de variancia
(ANOVA). Um modelo de predicdo sem falta de ajuste foi obtido para todos os
compostos avaliados, com excec¢do do BP-8. Em funcao das diversas condi¢des
de extracdo propostas, a ferramenta de D&S foi utilizada para encontrar a melhor
condicdo de extracdo de todos os compostos avaliados, utilizando menores
guantidades de acetonitrila e de PSA.

A condicdo encontrada apresentou desejabilidade de 0,789. Para
esse ponto, as condi¢des de extracdo requerem 7,08 mL de agua, 90 mg de PSA
e 6 mL de ACN. A condig&o proposta pelo algoritimo foi validada e dados obtidos
encontram-se na Tabela 4.

De acordo com os dados apresentados, os valores previstos com
base na area de picos, corroboram com os obtidos experimentalmente para
todos os compostos, exceto para BP-1 que apresentou area do pico acima do

valor predito. Essa situacdo é comum no desenvolvimento de meétodos de
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extracdo multirresiduo para analitos com ampla faixa de polaridade.
Considerando isso, o foco deve ser a qualidade geral dos dados, tendo em mente

a sensibilidade do método.

Tabela 4 - Valores preditos pela ferramenta Derringer e Suich e obtidos

experimentalmente

Valores preditos

Variavel o o , SE Pred Valores observados
Limite inferior Limite superior
PSA -1 1 - -
Agua -1 1 - -
Acetonitrila -1 1 - -
BPA 451,84 852,00 91,83 890,17+27,62
BP 90,17 338,19 58,18 322,57+12,92
BP-1 88,74 194,89 23,46 512,47+81,26
BP-3 71,07 235,88 37,72 232,88+7,61
BP-8 52,04 175,43 27,27 163,60+10,15
BP-12 41,10 102,63 14,44 71,95+3,99

O emprego do meétodo LTP- d-SPE foi escolhido para a analise
simultanea dos desreguladores enddécrinos, porque proporcionou excelentes
recuperacbes para todos os compostos, variando de 93,40% a 102,25%.
Andrade, da Silva, & Caldas, (2013) validou um método para extracdo de
micotoxinas em amostras de leite materno utilizando o procedimento de extracéo
liquido-liquido em conjunto com o emprego de baixas temperaturas utilizando
cromatografia liquida com detector de fluorescéncia, com este método os
autores conseguiram recuperacoes de 57,2% a 82,3%, um pouco menores que
do presente estudo. Lentza-Rizos, Avramides, & Visi (2001) analisaram
guantidades de endossulfdo e pesticidas da classe dos piretroides em azeite
utiizando a técnica de extracdo liquido-liquido com particio a baixas
temperaturas, os autores apresentaram taxas de recuperacao que variaram de
71% a 84%. Em ambos os trabalhos os autores citam que a utilizacao da técnica
de precipitacdo em baixas temperaturas diminuiu as porcentagens de
recuperagdo, entretanto a técnica é utilizada pelos resultados satisfatorios,

simplicidade e baixo custo.
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O preparo de amostra utilizado no presente estudo foi otimizado pela
combinacdo de planejamentos e analises estatisticas que contribuiram para
resultados satisfatorios da metodologia analitica desenvolvida.

Em especifico, a utilizacdo da ferramenta de desejabilidade proposta
por D&S auxiliou na maximizacdo da extracdo simultanea dos compostos das
amostras de formula infantil em 0,789 (78,9%), partindo dos experimentos
realizados pelo DCCR. Pontos criticos foram encontrados para a realizacao de
alguns experimentos propostos no DCCR resultando em baixas extracdes dos

compostos, fato observado na Figura 8 (a e b).

Figura 8 - Cromatograma de uma amostra representativa de férmula infantil

fortificada com 5 mg.kg —*
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(a) e (b), obtidos do ponto critico do DCCR; (c) e (d), obtidos do ponto da desejabilidade, sendo
0 A=290 para BPs e Aex=270 e A=305 referente ao BPA.

Com tempo de retencao (Rt) de 4,4, 5,4, 6,4 e 9,1, a BP-1, BP-8, BP-
3 e BP-12, respectivamente, presentes no comprimento de onda de 290, e para
BPA (Rt 3,6) com comprimento de onda de excitagdo de 270 nm e emissédo em
305 nm encontram-se baixos o sinal dos picos, comparativamente observa-se
na Figura 8 (c e d), no qual o sinal do pico dos compostos fortificados na amostra

em 5 mg.kg?!, estdo claramente maiores devido a aplicacdo da ferramenta D&S.
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Na separacdo simultanea de diversos analitos, sédo varias respostas
a serem observadas, devido a necessidade de se obter resolucéo e separacéo
adequadas entre os analitos e os interferentes que podem estar na matriz. A
funcdo de desejabilidade auxilia nas respostas revelando a melhor metodologia
para extracao de diversos compostos e consequentemente, reduzindo o nimero
de experimentos a ser realizado. Dias, Meinhart, Pane, & Ballus (2015),
utilizaram a funcao de desejabilidade para separagéo de adocantes em diversas
matrizes, no qual os autores enfatizam a importancia e o sucesso do emprego
da ferramenta estatistica. Em outros estudos também sdo mostrados com éxito
a utilizacao da técnica para melhores resolucées e extracdes de analitos alvo em
diversas matrizes alimentares (Meinhart, Ballus, Bruns, Pallone, & Godoy, 2011;
Silva, Gonzaga, Fett, & Costa, 2019).

3.2 Validacao do método

O método de limpeza utilizando baixas temperaturas e d-SPE foi
validado com sucesso e os dados estao descritos na Tabela 5. A linearidade foi
avaliada através das curvas analiticas obtidas para cada composto. As curvas
foram avaliadas utilizando ANOVA (p < 0.05), observando o R?, a falta de ajuste
e o grafico dos residuos, no qual os dados obtidos se apresentaram satisfatorios,
com coeficientes de regresséo (R?) maiores que 0,990, além de apresentarem
comportamento homocedastico. Portanto, as curvas de calibracdo foram
utilizadas com éxito para quantificacdo dos desreguladores enddocrinos.

Os LOQs encontrados foram 0,06 mg.kg™ para BPA, 0,3 mg.kg para
BP, BP-3, BP-8 e BP-12 e 2 mg.kg™! para BP-1. De acordo com a ANVISA,os
valores de migracao especifica a partir de materiais de contato com alimentos
para benzofenona e bisfenol A devem ser inferiores a 0,6 mg.kg, o que torna
os dados satisfatorios para avaliagdo desses compostos.

A precisdo do método desenvolvido foi avaliada através de valores
intra e inter-dia. A preciséo intra-dia foi realizada através da medida de 10
replicatas em em trés niveis da curva (LOQ meio e fim), bem como a inter-dia
gue foram medidas 3 replicatas para os 3 niveis da curva em 3 dias diferentes,

sendo o valor observado correspondente ao RSD % para ambos.
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Resultados experimentais mostraram que os valores de RSD % intra-
dia se encontraram na faixa de 5,53-17,68%, enquanto que, os valores inter-dia
estavam entre 3,63-16,96%, menor de 20% para todos os contaminantes
estudados. No que diz respeito a analises traco ou de contaminantes ou tragos
em alimentos, o valor de RSD aceito € de no maximo 20%, baseando-se na
complexidade e presenca de interferentes presentes na matriz alimenticia
(Ribani, Bottoli, Collins, Jardim, & Melo, 2004). Neste trabalho, as precistes se
encontraram dentro do esperado.

Com isso, um método analitico contendo seletividade e precisao
satisfatorias para avaliar a ocorréncia de disuptores enddécrinos em formulas
infantis foi desenvolvido com sucesso e consistiu na avaliagdo de dois
procedimentos de limpeza, 0 emprego de baixas temperaturas em conjunto com
a d-SPE

3.3 Ocorréncia

Vinte e cinco amostras de formulas infantis comercializadas na cidade
de Campinas foram avaliadas utilizando o método proposto, entretanto ndo
houve a ocorréncia de BPA e BPs em nenhuma das amostras estudadas. Fato
semelhante foi reportado por (N. Sun et al., 2017). Por outro lado, estes dados
sdo importantes pois asseguram a qualidade e a garantia das formulas infantis
quanto a exposi¢cao humana frente a esses contaminantes. Além disso, os dados

gerados poderédo servir de suporte aos 6rgaos regulamentadores.



Tabela 5 - Parametros de validacdo do método em férmulas infantis

LOD LOQ Concentracdo REC

Precisado intra-dia Precisao inter-dia
(mg.kg?) (mg.kg?)  (mg.kg?) (%)

Equacéo da regressédo

0,06 99,57 17,68 16,96

BPA y=1,5948x + 0,049 0,02 0,06 6 100,74 6,81 8,02
12 106,45 9,66 7,59

0,3 94,25 16,99 8,43

BP y =1,5948x + 0,049 0,1 0,3 6 95,76 5,53 8,27
12 97,93 10,72 8,91

2 96,01 9,68 10,03

BP-1 y=0,4796x - 0,0444 0,5 2 6 84,5 8,71 3,63
12 99,67 7,91 6,57

0,3 101,13 9,44 14,27

BP-3 y=0,3237x-0,015 0,1 0,3 6 98,07 6,12 9,16
12 104,08 9,54 7,75

0,3 96,12 14,45 15,22

BP-8 y=0,2639x + 0,0111 0,1 0,3 6 101,58 6,82 7,52
12 100,88 8,54 7,35

0,3 58,9 9,88 12,46

BP-12 y=0,1476x + 0,0054 0,1 0,3 6 54,59 6,96 13,26

12 52,38 10,26 9,22
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4 CONCLUSAO

Neste trabalho, um planejamento Plackett-Burman seguido de um
planejamento composto central rotacional e a utlizagcdo da funcdo de
desejabilidade de Derringer e Suich foram aplicados com éxito para a otimizag&o
e validacdo de um método analitico, visando a ocorréncia de cinco
contaminantes em férmulas infantis por HPLC-DAD-FLD. O Planejamento
Experimental contribuiu para diminuir a geragdo de residuos, bem como de
custos finais em torno do desenvolvimento do método pelo fato de haver uma
reducdo do numero de experimentos que foram realizados. A técnica de extracao
e limpeza empregando particdo em baixas temperaturas em conjunto com a d-
SPE é relatada pela primeira vez no presente artigo, trazendo originalidade ao
projeto e resultou em dados confidveis. O método foi de facil execucéo
fornecendo precisdo (RSD <20%) em condicbes de repetibilidade e
reprodutibilidade intralaboratorial, recuperacdes aceitaveis e LOQs satisfatorios
(0,06, 0,3 e 2 mg.kg™?). O método foi aplicado em 25 amostras de férmulas
infantis, entretanto ndo houve ocorréncia de nenhum dos contaminantes
estudados. Sendo assim, os valores estdo menores que 0s recomendados tanto
para ingestdo diaria quanto para migracdo dos contaminantes em alimentos,
portanto, a analise instrumental de alimentos é imprescindivel para garantir a

qualidade e seguranca de alimentos, principalmente destinados a bebés.
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CONCLUSAO GERAL

Nos ultimos anos, a presenca de contaminantes emergentes no
ambiente, em especial, os DEs, representou uma questao muito importante para
a saude animal e humana devido as diversas fontes de exposicdo existentes,
sendo a ingestdo de alimentos uma das mais importantes formas de
contaminacdo. Consequentemente, a necessidade de técnicas analiticas
sensiveis e rapidas para a analise de desreguladores enddcrinos em produtos
alimenticios tornou-se um desafio. Este trabalho destacou o efeito que alguns
DEs de maior relevancia podem causar na saude humana e animal, estando
presentes no cotidiano dos seres humanos, além de enfatizar os principais
métodos de extracdo, deteccdo e quantificacdo destes compostos, além da
realizacdo de um estudo de ocorréncia de BPA e BPs em formulas infantis.

O progresso atual nas metodologias de preparo de amostras e
sistemas de deteccdo permitiu adquirir limites de sensibilidade e melhorar a
versatilidade na andlise de diferentes tipos de contaminantes em matrizes
alimentares complexas. Além disso, com a crescente automatizacdo das
técnicas, o tempo se torna reduzido e a confiabilidade dos resultados é
acrescida. E dever da comunidade cientifica, por meio de pesquisas, fornecer
informacdes aos Orgdos regulamentadores que posteriormente seréo
repassados a sociedade sobre a presenca destes contaminantes em alimentos.
Com isso, medidas cabiveis serdo empregadas para a minimizacdo dos

potenciais danos que os DEs podem causar para 0 homem e o ambiente.
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