6° Congresso Interinstitucional de Iniciagcdo Cienti  fica - CIIC 2012
13 a 15 de agosto de 2012 — Jaguariiina, SP

DETERMINACAO DE ADITIVO EM EMBALAGENS PLASTICAS
DESTINADAS A ENTRAR EM CONTATO COM ALIMENTOS

DANIELA F. OLIVEIRA'; MARISA PADULA?;

N° 12213

RESUMO

Os polimeros formam uma classe de materiais que sdo amplamente buscados
no setor de producdo de embalagem, devido suas atribuicbes como facilidade de
manuseio e outras vantagens tecnoldgicas. Além da resina podem ser adicionadas ao
plastico substancias conhecidas como aditivos que conferem propriedades
importantes e especificas a embalagem. Os estabilizantes a UV podem ser citados
como exemplos de aditivos, que tem como funcéo impedir ou dificultar a foto-oxidacdo
do polimero. Porém, partes dos aditivos podem permanecer livres no material, se
difundir e migrar para os alimentos. Visando identificar e quantificar substancias
possivelmente toxicas a saude humana ensaios de migragdo total e especifica foram
desenvolvidos. Os ensaios de migracdo especifica, por serem muito demorados e de
alto custo, tornam o atendimento a legislagdo muito dificil. Uma possibilidade para
essa estimativa é o uso de modelos mateméaticos com banco de dados validados e a
concentracao inicial do aditivo no polimero. O objetivo deste trabalho foi desenvolver e
validar uma metodologia para determinacdo do aditivo Chimassorb-944 em filme de
PEAD segundo as normas do INMETRO e ANVISA. O método desenvolvido
apresentou boa seletividade, linearidade de 10 a 400 pug/mL, limites de deteccéo e
quantificagdo segundo a ANVISA de 1,65 e 5,52 pg/mL, respectivamente, e
recuperacao em torno de 90%.

ABSTRACT

Polymers form a class of materials that are widely sought in the manufacturing of
packaging due to their ease of handling assignments and other technological
advantages. Apart from resin, substances called additives can be added to the plastic,
which confer specific and important properties to the packaging. The UV stabilizers can
be cited as examples of additives, which are designed to prevent or hinder the photo-
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oxidation of the polymer. However, on adding them, very often some part of the
additives can remain free in the material and migrate to food. To identify and quantify
substances potentially toxic to human health, testing of total and specific migration
were developed. The specific migration determination, for being time consuming and
costly, becomes the compliance with the legislation difficult. One possibility to estimate
the specific migration is using mathematical models with validated database and the
initial concentration of the additive in the polymer. The aim of this study was to develop
and to validate a methodology for determining the additive Chimassorb-944 HDPE film
according to INMETRO and ANVISA rules. The developed method showed good
selectivity, linearity from 10 to 400pg/mL, limit of detection and quantification according
to ANVISA of 1.65 and 5.52 mg/mL, respectively, and recovery around 90%.

INTRODUCAO

A embalagem tem como fun¢des proteger os produtos de agentes ambientais,
facilitar o manuseio, armazenamento e transporte dos mesmos, sem promover
alteracdes que comprometam sua integridade, qualidade e seguranga (FREITAS,
2007).

O uso dos polimeros se torna amplo devido as possibilidades de diferentes
conformacdes, atribuindo propriedades. Buscando alcancar novas funcdes, criou-se o
processo de adicdo de diferentes compostos as cadeias poliméricas. Com isso,
surgiram o0s chamados aditivos, que quando adicionados, ndo devem alterar
apreciavelmente as estruturas do polimero (ROBERTSON, 1993).

Os estabilizantes a luz ultra-violeta sdo um dos exemplos de aditivos de
embalagens cuja funcao € interferir nos processos fisicos e quimicos da foto-oxidacao
dos polimeros (ocorréncia comum quando ha ar atmosférico, mais precisamente
oxigénio, em presenca de luz solar, que contém 6,1% de radiacdo ultravioleta),
prevenindo a deterioragdo dos mesmos. Dentre os estabilizantes existentes, aqueles
que agem como sequestradores de radicais livres devem ser ressaltados, pois evitam
a reacdo destas espécies altamente reativas com parte do polimero, como exemplo 0s
gue sao a base de aminas estericamente impedidas (HALS).

Para realizar a adicdo dos aditivos a embalagem, se faz necesséario a
incorporacdo no ato da polimerizacdo durante a fabricacdo da resina ou na extrusao
da mesma. Dessa forma o aditivo € adicionado ao polimero, porém com sua fixacdo a
cadeia polimérica comprometida, podendo difundir-se pelo polimero. Essa difusdo
pode ocorrer ndo somente com aditivos, mas com qualquer substancia que esteja livre
no material. Esse fendbmeno comecou a ser estudado devido a descoberta de
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substancias que promoviam alteragfes no produto e na saiude do consumidor, quando
ingeridas em altas concentragdes (GARCIA et al., 2008).

Para determinar quais sdo essas substancias e quantifica-las, foram
estabelecidos os ensaios de migracao total e especifica com simulantes de alimentos.
A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) publicou a Resolucdo RDC n° 51
de 26 de novembro de 2010 (BRASIL, 2010) onde descreve as condi¢des dos ensaios
de migracdo e quais s&o os simulantes adotados pela Legislacdo Brasileira e
Mercosul. Além disso, para controle do uso dessas substancias foram elaboradas
Listas Positivas que relacionam as substancias aprovadas e os limites de migracao
especifica (LME) que sdo baseados no valor de ingestéo diaria aceitavel ou toleravel
(IDA ou IDT). O valor de LME para o aditivo estabilizante a luz UV, Chimassorb-944,
por exemplo, é de 3mg/kg de simulante, como descrito na Resolugdo n° 17 de 17 de
Marco de 2008 — Lista Positiva de Aditivos para Materiais Plasticos Destinados a
Elaboracdo de Embalagens e Equipamentos em Contato com Alimentos (BRASIL,
2008). Contudo, ensaios de migragdo demandam muito tempo de analista e
equipamento, além de atribuirem altos valores de despesas e dificuldade de
manipulacao.

Como nova alternativa, desde 1994 vem-se discutindo a utilizacdo de modelos
matematicos validados, que se baseiam nos modelos de difusdo de Fick (BARNER et.
al., 1994). Este modelo utiliza informacdes como potenciais migrantes e propriedades
de difuséo de polimeros adquiridas durante anos e reunidas em um banco de dados.
Com essas informacdes e a concentracdo de substancia de interesse livre na
embalagem, € possivel estimar rapidamente qual a migracdo da mesma para o
produto (ROSA et. al., 2006).

Um dos parametros a ser determinado para o uso do modelo matematico é a
guantidade da substancia de interesse livre no polimero. O objetivo deste trabalho foi
desenvolver e validar uma metodologia para determinacdo do aditivo Chimassorb-944
(Poli[6-[(1,1,3,3-tetrametilbutil)amino]-1,3,5-triazina-2,4-diil]-[(2,2,6,6-tetrametil-4-
piperidil)-imino]hexametileno[(2,2,6,6-tetrametil-4-piperidil)imino], namero CAS:
071878-19-8) em filme de PEAD segundo as normas do INMETRO (INMETRO, 2010)
e ANVISA (BRASIL, 2003).

MATERIAL E METODOS

Amostras e Reagentes

O padréo analitico utilizado foi Chimassorb-944 (n° produto: 533963 lote:
#08310PE, Sigma Aldrich), como solvente de fase mével, de diluicdo de extratos e de
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solugdes, utilizou-se Tetrahidrofurano (THF) (grau HPLC, J.T.Baker) e tolueno Merck
como solvente de extragdo. Para compor as fases moveis, foram usados também os
seguintes solventes: agua ultra-purificada (Milli-Q), alcool metilico (grau HPLC,
J.T.Baker) e trietanolamina (Lote : SZBA2030).

A amostra utilizada para determinacdo do método foi filme de polietileno (PE),
contendo um teor entre 800 e 1200ppm, do estabilizantes a luz UV.

Condi¢Bes cromatogréficas:

Cromatografo liquido de alta eficiéncia com Detecto  r de Diodos modelo
HP1100 e Injetor automético modelo HP1200.

- Sistema de bomba quaternaria com degasser;

- Coluna: LiChroCART® 100RP-18 (5 um) — LiChrospher (250 mm X 4 mm)

-Temperatura da Coluna: 25°C

- Volume de Injecdo: 50 uL

- Comprimento de Onda (UV): 244 nm

- Fluxo da Fase Mével: 1,0 mL. Min™

- Tempo de Corrida: 24,20 minutos

- Composicéo da Fase Mével: FASE A: THF + Agua (900 mL + 100 mL)

FASE B: THF + Alcool Metilico + Trietanolamina
(900 mL + 100 mL + 1,82 mL)

TABELA 1. Gradiente de corrida do Método de Determinacao do Chimassorb-944.

Tempo de Corrida (min) Fase A Fase B
0,0 100% 0,0%
7,0 0,0% 100%
7,1 0,0% 100%
17,1 0,0% 100%
17,2 0,0% 100%
24,2 100% 0,0%

Método de Extracao

Para estabelecer o método descrito abaixo, baseou-se em Freitag (1988).

Pesou-se 1,0 g (+ 0,1) de amostra previamente reduzida em quadrados de 0,5
cm x 0,5 cm, aproximadamente, em baléo de fundo achatado de 250 mL. Adicionou-se
50 mL volumetricamente de tolueno e entdo a mistura é levada ao refluxo por 2 horas,
com agitagdo magnéfica.
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Apo6s o tempo de extragdo e resfriamento do sistema a temperatura ambiente,
adicionou-se do topo do condensador 75 mL de metanol, buscando lavar e arrastar
possiveis residuos de analito. Ao recolher o volume total no baldo, este foi filtrado em
sistema de vacuo, através do uso de Kitassato, funil de Blckner e papel de filtro,
sendo este ultimo lavado duas vezes com 10 mL de metanol para evitar perdas.

O filtrado foi entdo transferido quantitativamente para baldo de fundo redondo,
e seco completamente em rotaevaporador. Em seguida, ressuspendeu-se 0 extrato
com 5 mL (volumétricos) de THF, filtrados por disco de 0,45 um diretamente em frasco
de vidro de 2 mL (vial) e injetados em HPLC.

Validacdo do Método de Determinacdo do aditivo Chim  assorb-944 em
embalagem monocamada de filme de polietileno

Para validacdo do método foram seguidas as exigéncias feitas pela ANVISA
(BRASIL, 2003) e pelo INMETRO (INMETRO, 2010). Os parametros avaliados foram:
seletividade, linearidade, limite de deteccdo (LD) e quantificagcdo (LQ), precisdo
instrumental, precisdo intermediéria e recuperacéo e estdo descrito:

Seletividade: A seletividade de um meétodo instrumental garante de forma
inequivoca que o pico de resposta adquirido durante a andlise refere-se a todo o
analito presente na amostra, sem acédo de interferentes (BOTTOLI, 2004). Diferentes
composicoes de fase movel foram avaliadas para estabelecer a melhor resolucao para
0 pico de resposta encontrado para o aditivo.

Linearidade: Este parametro estabelece a capacidade do método em
relacionar de forma direta a proporcionalidade entre o sinal de resposta no
equipamento e a concentracdo do analito na amostra, dentro de uma determinada
faixa de aplicagdo do método (BOTTOLI, 2004). Para determinagéo da linearidade do
método foram preparadas seis solugbes de concentragfes distintas (10, 25, 50, 100,
200 e 400ug/mL) e injetadas em triplicatas no cromatégrafo. As curvas analiticas
foram construidas (y = ax + b), os coeficientes de correlacéo de cada curva obtidos (r?)
assim como o desvio padréo entre elas.

LD e LQ: Os limites de deteccdo e de quantificagcdo representam a menor
concentracdo de analito possivel de serem detectada e quantificada pelo método
(BOTTOLI, 2004). Foram determinados os valores de LD e LQ injetando sete vezes a
solucdo de menor concentracdo testada (10ug/mL) e os célculos a ANVISA e o
INMETRO:

Célculo para determinagéo do LD e LQ segundo a ANVISA:

LD=DPa*3 DPa: Desvio padréo do coeficiente linear
IC
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LQ =DPa* 10 IC: Média do coeficiente angular
IC

Célculo para determinacao do LD e LQ segundo o INMETRO:

LD=0+(t*s) t: Distribuicdo de Student = 3,143
LQ=M+(5*s) s:Desvio amostral padrdo da concentracédo
M: Média das concentracdes

Precisdo Instrumental: Este parametro estabelece quao reprodutiva é a
resposta dada pelo equipamento de medicdo utilizado pelo método (BOTTOLI, 2004).
Para tanto foram injetadas sete replicatas de trés solucdes de concentracdes distintas
conhecidas (50, 200 e 800 pg/mL) em dois dias diferentes e o coeficiente de variacdo
(C.V.) entre os resultados foi determinado.

Precisdo Intermediaria: Este teste mede a variacdo entre as respostas dadas
por um mesmo método, porém sendo realizado em condi¢cdes distintas. O objetivo
deste parametro é comprovar a confiabilidade do método, quando realizado em certo
laboratério (BOTTOLI, 2004). O ndmero de replicatas utilizados para este parametro
foi adaptado devido a pequena quantidade de amostra disponivel para a valida¢éo do
método. Com isso, foram extraidas duas amostras-branco (sem adicdo de analito),
uma em cada dia, utilizando baterias de refluxo diferentes. Cada amostra foi injetada
em triplicata no HPLC. Calculo para determinacdo do coeficiente de variacdo (C.V.)
para preciséo intermediéria:

Recuperacdo: A recuperacdo (ou fator de recuperacéo), R, é definida como a
propor¢cdo de substancia de interesse recuperada, ou seja, quantificada através do
método testado. Este parametro pode ser determinado utilizando a comparacao de
métodos diferentes, materiais de referéncia certificados (CRM) ou pela adicdo de
padréo (BOTTOLI, 2004). Para esta determinagdo contaminou-se uma amostra-branco
(j& com uma quantidade inicial do aditivo) com uma concentragdo conhecida de
Chimassorb-944 (400 pg/mL) e realizou-se 0 método de extracdo definido. A amostra-
branco também foi analisada da mesma forma. Entdo para calculo é levado em conta
a recuperacdo percentual do analito. O numero de replicatas utilizado para este
parametro foi adaptado devido a pequena quantidade de amostra disponivel para a
validacao do método.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Determinacao e Validacdo do Método

Para determinacdo da composicdo da fase mdvel utilizada para este método,
foi necessario inicialmente compreender a conformacao da molécula do Chimassorb-
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944 e suas afinidades. Com isso verificou-se a presenga de um grupo amina, o qual
mantinha forte interagdo com a fase estaciondria utilizada. Para conseguir que este
fato ndo fosse considerado um problema foi necessario o uso de uma substancia na
fase mdvel que conseguisse interagir mais com o analito que o recheio da coluna.
Desta forma, se mostra indispensavel o uso de uma substancia com grupo amina para
que seja possivel a separacao e identificagcdo do aditivo. Em bibliografias consultadas
foram citadas as substancias n-hexilamina, dietanolamina e trietanolamina, sendo este
ultimo o adquirido e empregado para o método em questao.

A Figura 1 ilustra cromatograma do quinto ponto da curva analitica de
Chimassorb-944 (200 pg/mL):

[ “DADM A, Sig=244,4 Ret=360,20 (CACHEM3ZL.. IMASSORB-08-11 CURVA E REPE 2041-08-19 15-05-133008-0801.D - CACHEM3Z\.

Chimassorb-944

P5 - 200ug/mL

-4 T T T T T T T
1] 25 § 75 10 128 18 175 0 228 mi

FIGURA 1. Cromatograma contendo pico de Chimassorb-944 (200 pg/mL) em THF, com tempo
de retencgéo igual a 10,607 minutos.

Apbés realizada a validacdo, os resultados obtidos foram satisfatorios. A
seletividade do método foi boa (Figura 1), sendo 10,5 minutos o tempo de retencéo do
Chimassorb-944 nas condi¢Bes descritas acima. O método se manteve linear na faixa
entre 10 e 400ug/mL. Os limites de deteccdo e quantificacdo obtidos foram bons, as
precisdes intermediaria e instrumental resultaram em valores de coeficiente de
variacdo muito bons, inferiores a 5%. E a recuperacao apresentou resultado de 90%.

A Tabela 2 relaciona os valores calculados para os parametros de validagao do
método.
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TABELA 2. Resultados da validagdo do método de determinacao de Chimassorb-944.

Parametro Resultados ANVISA e INMETRO
Identificacdo Equacéo R ? D.P.R.
] _ Curva 1 y =1,40672x + 4,13850 0,99934
Linearidade
Curva 2 y =1,42631x + 2,58279 0,99940 0,00012
Curva 3 y =1,42493x + 3,20706 0,99917
ANVISA INMETRO
LDelLQ LD (pg/mL) 1,65 2,97
LQ (png/mL) 5,52 22,58
Dia 1 Dia 2
Conc. D.P. C.V. (%) D.P. C.V. (%)
Precisao (ug/mL)
Instrumental 50,0 0,77609 1,46 1,32441 2,37
200,0 2,61251 1,30 2,46401 1,13
800,0 41,36707 514 5,41629 0,64
Dial Dia 2
Precisdo Conc. Média (mg/kg) 895,05 872,07
Intermediaria D.P.R. 4,705 1,586
C.V. (%) 0,53 0,18

fica - CIIC 2012

Com o método validado o teor de Chimassorb 994 no filme de PEAD foi
quantificado. O resultado obtido foi de 883,0 +4,7 mg de Chimassorb-944 para cada
quilograma de amostra ( flme de PEAD). Este resultado € coerente com a informacao
dada pelo fornecedor da amostra (uso de 800 a 1220 ppm).

Com o resultado de concentracdo do aditivo na amostra e utilizando-se o
modelo matemético MigratestLite® foi possivel estimar a quantidade de aditivo que
migraria para simulantes gordurosos. Os parametros considerados para a estimativa
seguem descritos na Tabela 3:

TABELA 3: Parametros para determinacdo do valor de migracdo especifica de

Chimassorb-944 presente na amostra para simulantes gordurosos.

Parametro Valores
Espessura do filme 50 um
Densidade do filme 0,945 g.cm™

Condicdes de contato

40° C/10 dias

Razado Area/Volume

600cm®.1000cm™

Coeficiente de difusao

7,475cm?. st 10

Coeficiente de particdo

1

Simulante

Oleo de oliva

Migracao Especifica Estimada

2,495mg.kg
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Considerando essas informacdes, o valor de migracdo do Chimassorb-944
para o simulante gorduroso foi de 2,495mg/kg. O valor obtido € inferior ao LME do
Chimassorb-944 de 3mg/kg estabelecido pela legislacdo (BRASIL, 2008), portanto a
amostra analisada esta de acordo com as exigéncias brasileiras e do MERCOSUL.

CONCLUSAO

O método desenvolvido apresentou boa seletividade, linearidade de 10 a 400
pug/mL, limites de deteccédo e quantificagdo segundo a ANVISA de 1,65 e 5,52 pg/mL,
respectivamente, e recuperacao em torno de 90%.

A amostra analisada, considerando a estimativa de migracdo especifica
através do modelo matematico, esta de acordo com o estabelecido pela Legislacdo
Brasileira e do Mercosul.

Com isso conclui-se que o trabalho obteve resultados satisfatorios a respeito
do método estabelecido e do uso do modelo matemético MigratestLite® para
estimativa de migracdes especificas de substéncias.
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