14° Congresso Interinstitucional de Iniciacdo Cientifica — CI1C 2020

01/10 a 02/10 de 2020 — Campinas, Sado Paulo
ISBN: 978-65-88414-00-2

REVISAO BIBLIOGRAFICA: METODOS ANALITICOS APLICADOS NA DETERMINAGAO DE
BISFENOL A EM CERVEJAS

Mariana Alves Monteiro?, Beatriz Dezembro Lopes?, Juliano Cyrillo Fortunato?®, Fernanda Moralez

Leme Gomes?, Silvia Amelia Verdiani Tfouni®

N° 20201

RESUMO - As latas de aluminio utilizadas para embalar cerveja, possuem um revestimento interno
constituido de resinas epoxi acrilato, que tém como um dos componentes de sua formulagédo o
composto 2,2-bis(4-hidroxifenil)-propano, conhecido como Bisfenol A (BPA). A fungdo do
revestimento é promover o isolamento entre a bebida e o aluminio, evitando interacdes indesejadas
entre a embalagem e a bebida. Nesse sentido, as propriedades fisicas e quimicas que o BPA agrega
ao verniz de revestimento tém grande importancia tecnoldgica. Entretanto, estudos indicam a
presenca, em diversos alimentos, do BPA proveniente da migragdo da embalagem para o seu
conteudo. Diferentes pesquisas indicam que o BPA e seus correlatos podem ser classificados como
desreguladores enddécrinos, neurotéxicos, causadores de problemas cardiacos, a depender da
concentracao a qual o individuo € exposto. Ha de se ressaltar que o BPA possui diversas aplicagfes
nos mais variados setores produtivos e que o volume de produgcdo vem aumentando anualmente.
Por consequéncia, a presenca do composto BPA e de seus produtos de degradacado inseridos
antropogenicamente nos variados ecossistemas, s80 motivo de preocupagdo ambiental e
epidemioldgico. Assim, é de fundamental importancia a otimizagéo e validacdo de método analitico

por UPLC-MS/MS para determinacdo de BPA em cervejas embaladas em latas de aluminio.
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ABSTRACT — Aluminum beer packaging, contain an internal coating made of epoxy acrylate resins.
This coating contains the compound 2,2-bis (4-hydroxyphenyl) propane, known as Bisphenol A
(BPA). The function of the coating is to promote the isolation between the beverage and the aluminum,
avoiding unwanted interactions. Thereby the physical and chemical properties that BPA adds to the
coating varnish have great technological relevance. However, studies indicate the presence of BPA
in several foods from packaging migration. Research studies indicates that BPA and its correlates
can be classified as endocrine disruptors, neurotoxic, causing heart problems, depending on the
concentration of exposure. It is worth noting that BPA has several applications in productive sectors
and its production volume has been increasing annually. As a consequence, the presence of BPA
and its degradation products inserted anthropogenically in various ecosystems, are a cause of
environmental and epidemiological concern. Therefore it is important to optimize and validate an

analytical method for determining BPA in beer packaged in aluminum cans by UPLC-MS/MS.

Keywords: bisphenol A, endocrine disruptors, aluminum packaging, beer.
1 INTRODUGAO

Considerando o crescente volume de embalagens de aluminio produzidas no pais, indicativo
de aumento no consumo dos produtos, e a crescente preocupacdo a respeito dos efeitos de
desreguladores enddcrinos na saude humana, ampliou-se o questionamento referente ao potencial
risco de contaminacgéo por Bisfenol A (BPA), uma vez que, as embalagens séo revestidas no seu
interior por uma resina que contém a molécula em sua composicdo. Segundo a ABAL (Associacao
Brasileira do Aluminio) em 2019 foram produzidas aproximadamente 31,1 bilhdes de latas de
aluminio para o armazenamento de bebidas, s6 no Brasil. Por ser uma matéria-prima de sintese
relativamente simples (BERNARDO et al., 2015), de baixo custo e somando-se as mais diversas
funcionalidades que a molécula oferece em suas aplicagbes, o BPA é muito explorado
industrialmente pelos mais variados setores produtivos. Estudos demonstraram a contaminacao de
mananciais pelo BPA, inclusive em aguas tratadas, além de detectarem a presenca do componente
e alguns de seus analogos como o Bisfenol F (BPF) 4,4’-diidroxidifenilmetano e Bisfenol S (BPS)
bis(4-hidroxiphenil)sulfona em uma variedade ampla de alimentos, tanto comercializados em
embalagens metalicas ou plasticas como também em alimentos frescos (SCHECTER et al., 2010;
NOONAN et al., 2011; LIAO e KANNAN, 2013; DIAS, 2014).

Apesar das incertezas a respeito dos riscos relacionados a saude e dos potenciais impactos

causados ao meio ambiente, o uso do Bisfenol A é permitido baseando-se em estudos toxicoldgicos.
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A importancia do monitoramento e da quantificacdo que reflita da forma mais préxima possivel a
concentracao real de exposicdo das populacbes ao BPA, é uma questao de saude publica, sendo
motivo de preocupacao por parte de varias agéncias reguladoras em todo o mundo. Nesse sentido,
considerando 0s potenciais riscos intrinsecos de contaminacdo de alimentos e bebidas
comercializadas em embalagens metélicas, o estudo visa otimizar e validar um método analitico para

a determinacéo de Bisfenol A em cerveja.
1.1 Caracterizacao fisico-quimica do Bisfenol A

O nome quimico do composto segundo a nomenclatura IUPAC (International Union of Pure
and Applied Chemistry) é 4,4'-(propane-2,2-diyl)diphenol. A sintese da molécula é relativamente
simples e de baixo custo, sendo formada a partir da condensacao da propanona (conhecida como
acetona) com dois anéis fendlicos, por isso € comumente chamado de Bisfenol A. Molécula
apresentada na Figura 1 (BERNARDO et al., 2015).
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Figura 1- Reacéo de sintese do Bisfenol A (BERNARDO et al., 2015).

A féormula molecular do composto é CisH1602, a massa molar 228,29 g/mol, o componente é
so6lido a temperatura ambiente, se apresentando como um pa cristalino e branco. Seu ponto de fusao
€ de 155-156 °C e ponto de ebulicdo é de 220 °C. A densidade é de 1,19 g/cm (25 °C) e a solubilidade
em agua de 0,12 mg/mL (HMDB, 2019). Estudos encontraram a molécula presente em sedimentos,
indicando assim sua baixa solubilidade, baixa mobilidade, grande resisténcia a degradacdo e

possivel acimulo no ambiente (CETESB, 2020).
1.2 Producdo mundial e aplicacfes industriais do Bisfenol A

Cerca de 64,05 % em volume produzido de Bisfenol A se destina a producédo do polimero
policarbonato, que possui caracteristicas muito semelhantes ao vidro, sendo utilizado como
substituto na industria automobilistica, por ser mais leve e assim, reduzir a massa dos automoveis.
Segundo o relatério The Global Bisphenol A Market, estima-se que a producédo do BPA sera de 7.348
mil toneladas até o final de 2023. Devido ao grande volume estimado e a grande amplitude de
aplicagbes, sua producao acaba por refletir como um bom indicador da atividade industrial global. O
relatorio indica que a regi&o do nordeste da Asia é a que mais consome o produto, cerca de 50% do
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volume total mundial, e ainda chama atencéo a respeito de um maior controle do uso do BPA na
Europa e América do Norte por conta dos possiveis riscos que a substancia pode ocasionar a salde
(WILLIAMS e MARSHALL STRATEGY, 2019).

Em se tratando do uso do BPA na industria de alimentos, o uso de policarbonatos esta
relacionado a embalagens que entram em contato com alimentos, como garrafas de bebidas
reutilizaveis, utensilios domésticos para armazenamento de alimentos e na formulagédo de resinas
epoxi utilizadas como vernizes de revestimento de embalagens metalicas destinadas a alimentos e
bebidas (EFSA, 2010).

1.3 O Bisfenol A nos alimentos

Varios sao os fatores que influenciam a migracéo de substancias como o BPA de embalagens
para os alimentos, em uma andlise devem ser considerados: a forma, o tamanho, e o tempo e a
temperatura do contato entre a embalagem e o alimento; e as caracteristicas do material e do
alimento, como pH, composi¢ao, volume, formato, etc. Por meio dessa identificacdo de fatores, pode-
se realizar estudos toxicolégicos, de migragéo normalizados e de exposi¢do estimada pelo consumo,
e através deles determinar e estabelecer os limites maximos de migragdo de uma substancia,
garantindo assim a seguranca associada a ingestdo das substancias migratorias (ROCHA e
MENDES, 2019).

Uma pesquisa realizada no EUA, utilizando a técnica de LC-MS/MS com limite de
quantificagéo de 0,01 ng/g, analisou uma série de alimentos e identificou a presenca de BPA e seus
correlatos em diversas matrizes, inclusive alimentos que ndo passaram por nenhum tipo de
processamento. Tal constatacdo induz a concluir que a contaminagdo ndo € apenas causada pela
migracdo do BPA presente em embalagens, mas também decorrente de fatores ambientais como
solo e agua contaminados (LIAO e KANNAN, 2013). No mesmo pais um estudo constatou que ha
uma possivel relacdo do pH do alimento com a taxa de migracao do BPA, nos quais os de pH 5
apresentaram maior tendéncia a contaminacgéo, independentemente do tipo de alimento analisado
(SCHECTER et al., 2010). No Japao, Imanaka, et al. (2001), desenvolveram um método analitico de
determinacéo do BPA em alimento por CG-MS, a partir da extracdo do contaminante por fase sélida
com coluna de C18 e derivatizacdo do BPA com o heptafluorbutirico anidro. Foram analisados
alimentos frescos e enlatados, com limite de quantificacdo de 1 ng/g, e segundo os dados
apresentados, a presenca de BPA so foi detectada em alimentos enlatados. Na Nova Zelandia,
Thomson e Grounds (2005), analisaram 80 produtos enlatados comercializados no pais,
identificando a presenca de BPA em todos, exceto nas amostras de refrigerantes. Os autores

também apresentaram uma estimativa de ingestéo diaria do contaminante, utilizando dados de uma
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pesquisa de consumo alimentar realizadas anos antes, e a exposicdo média estimada a qual estaria
submetida a populacdo avaliada na pesquisa nao apresentaria riscos, se baseados nos limites
estabelecidos pela comisséo europeia no ano da realizacdo do estudo. Na China, Xie, et al. (2015)
analisou 24 tipos de cervejas comercializadas em lata no pais, em relacdo a migracédo do Bisfenol,
utilizando substancias simuladoras (que seguiam as especificacbes de composicdo de acordo com
a legislacéo chinesa) que foram aquecidas a 121 °C por 30 min e posteriormente armazenados a 40
°C por 30 dias. A técnica analitica empregada foi a cromatografia liquida de alta eficiéncia com
detector de fluorescéncia e a concentragdo média encontrada foi de 2,85 + 0,79 ug/L, inferior aos
limites da UE, mesmo com o aumento da temperatura e do tempo de armazenamento acelerando a
liberagdo das moléculas de BPA das latas. Na Itélia, também se realizou uma série de analises em
embalagens de armazenamento de alimentos utilizando solugbes simuladoras, mas embora tenha-
se detectado a contaminacgdo por BPA em todas as amostras, os autores concluiram que os dados
podem nao se reproduzir em situacdes reais, necessitando a ampliacdo dos testes para alimentos
em situagdes reais. Apesar dos niveis de exposi¢cdo humana ao BPA serem inferiores ao aceitavel,
ndo representando uma ameacga direta, deve-se evitar a exposi¢cdo desnecessaria como forma de
prevencdo (FASANO et al., 2012; ROCHA e MENDES, 2019).

1.4 BPA e os aspectos relacionados a saude

A exposicdo a BPA pode ocorrer de diversas formas, mas a principal € através da
alimentagdo, onde a contaminacdo pode ocorrer em Vvarias etapas da cadeia alimentar. Estima-se
gue a exposicao atraves da alimentacdo ou da combinagdo com outras fontes, esteja entre 1,010 a
1,449 pg/kg peso corporal/diario, que ndo caracteriza risco para o consumidor, considerando a
ingestdo diaria toleravel provisoria de 4 ug/kg peso corporal. No entanto, pesquisas indicam uma
correlagdo entre a exposigdo continua e o desenvolvimento de patologias. (ROCHA e MENDES,
2019)

O Bisfenol A é classificado como um xenoestrogénio (estrogénio sintético), ou seja,
substancia estranha ao organismo que pode agir interferindo nas fun¢cdes hormonais, também
conhecidas como desreguladores enddcrinos (GOLOUBKOVA e SPRITZER, 2000). Estudos em
animais foram realizados e encontraram evidéncias sobre a exposicdo a BPA ser responsavel pelo
desenvolvimento de problemas para a satde humana, confirmados posteriormente por pesquisas de
ensaio clinico, a exemplo de Stump, et al. (2010) que indica em sua pesquisa a exposi¢ao de Bisfenol

A em ratos, como possivel causadora de efeitos neurotdxicos nos animais.

Segundo Mas, et al. (2017), do ponto de vista nefroldgico, o BPA pode ser associado a

disturbios renais e enddcrinos, pois ao ser consumido, passa para a corrente sanguinea, onde é
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absorvido imediatamente (em 5 a 20 min) e apresenta biodisponibilidade superior a 70%. Dado que
seu processamento é realizado no intestino e figado pela interacdo com acido glicurénico, acaba
sendo praticamente eliminado apenas pela urina, criando indicios de acumulo no organismo de

pacientes com insuficiéncia renal.

Tem sido observado que mesmo concentragcdes muito baixas de BPA, sdo capazes de
produzir alteragbes no sistema reprodutivo e ocasionar disturbios endécrinos. Pesquisas
identificaram concentragfes de Bisfenol A no liquido amniético de gestantes e no sangue do cordao
umbilical apds o nascimento, indicando exposi¢do pré-natal (CASES et al., 2018), essa exposi¢ao
pré-natal pode estar relacionada com o aumento da hiperatividade e agressividade de criancas
pequenas. Assim como, foram encontradas evidéncias da exposicdo de BPA associada a
hipotireoidismo, infertilidade, doencas cardiovasculares e diabetes (MAS et al., 2017; COSTA et al.,
2014).

1.5 Efeitos do BPA ao meio ambiente

O Bisfenol A por ser um composto sintético, produzido em escala industrial, ocasiona uma
preocupacéo relacionada aos impactos ambientais causados pelo composto e seus subprodutos. A
introdugdo continua de BPA no meio aquatico através de efluentes municipais e industriais, € comum.
Dias (2014), apresenta em seu estudo, realizado nos estados de Sao Paulo, Minas Gerais e Rio de
Janeiro, dados que indicam a contaminacdo antropogénica por Bisfenol A de mananciais e aguas
tratada. Assim como em aguas residuais e estacdes de tratamento, foram detectadas concentracdes
em torno de 100 a 6.900 ng/L na Asia (regido de maior consumo do produto) e concentracdes de até
84.110 ng/L no Brasil. Existem sistemas de tratamentos indicados para remog¢&do de compostos como
0 BPA, no entanto eles ndo séo eficientes por limitagdes técnicas. (CAMPOS et al. 2019; LIMA et al.
2017)

O estudo de Rocha e Mendes (2019), apresenta medidas na esfera individual e
governamental, para reduzir a exposi¢cdo a compostos como o BPA, tais como minimizar o consumo
de alimentos ultra processados e enlatados, evitar utilizar recipientes de plastico para armazenar
alimentos ainda quentes ou aquecer alimentos em aparelhos de micro-ondas, dar preferéncia a
utilizacao de utensilios de vidro ou aco inoxidavel, além do incentivo governamental a investigacao

cientifica, inovacado e a consciencializacdo da populacéo desta problematica.
1.6 Posicionamento das agéncias reguladoras

A utilizacdo do BPA em embalagens que entram em contato com alimentos ainda gera muita

controvérsia. Situagdes em que a utilizacdo do BPA apresenta maiores riscos como na fabricacéo
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de mamadeiras e utensilios utilizados para alimentacdo infantil por exemplo, agéncias como a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA no Brasil e a Autoridade Europeia para a
Seguranca dos Alimentos - EFSA na Unido Europeia proibiram a sua utilizacdo. No entanto, outras
agéncias reguladoras apenas tendem a tomar posicionamentos preventivos, enquanto nao se
apresentam dados conclusivos em relagéo a total seguranca do uso do Bisfenol A (ANVISA, 2011,
PARLAMENTO EUROPEU, 2016).

Em relatério técnico publicado em 2017, a EFSA definiu um Protocolo de Avalicdo de Risco
do Bisfenol A, para estabelecer procedimentos que orientem as pesquisas relacionados a presenca
da molécula em alimentos e identificar de forma criteriosa quais 0s riscos existentes em relacéo a
exposicao a substancia. Atualmente, a EFSA adota uma ingestédo diaria toleravel proviséria (TDI) de
4 ug/kg de peso corpéreo por dia.

No Japdao, o Research Center for Chemical Risk Management (CRM), um érgdo do National
Institute of Advanced Industrial Science and Technology (AIST), similarmente publicou um relatério
avaliando os riscos relacionados a salde humana, considerando os niveis de ingestao diaria do BPA,
sendo por exposi¢cdo alimentar relacionada a fatores ambientais ou fatores relacionados a
embalagens e utensilios que se apresenta o BPA em sua composi¢do. Os pesquisadores concluiram
com base em estudos toxicoldgicos e na andlise dos hébitos de consumo alimentar que a populacéo
no Japdo nao corre riscos relacionados a saude por consequéncia da exposi¢do a ingestdo do
Bisfenol A (JUNKO NAKANISHI, 2007; KAWAMURA, 2014).

Nos Estados Unidos, a agéncia Food and Drug Administration - FDA, publicou em 2018, uma
nota de atualizacdo a respeito dos riscos relacionados ao BPA, onde afirma n&o ter encontrado
evidéncias que justificassem alteracdo em relagdo a regulamentacdo do uso do Bisfenol A em
embalagens que entram em contato com o alimento. Atualmente, o limite toleravel de exposicao

adotada pelo FDA em relagdo ao Bisfenol A é de 5 mg/kg de peso corpéreo diario.

Ja no Brasil a ANVISA (2012), estabelece que a concentragdo maxima de Bisfenol A que
pode ser utilizada para a elaboracdo de embalagens e equipamentos plasticos em contato com
alimentos é de 0,6 mg/kg, desde que nao utilizado para fabricacdo de mamadeiras e artigos similares

destinados a alimentacao de lactentes.
2 MATERIAL E METODOS
2.1. Materiais

2.1.1 Amostras
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As amostras de cervejas serdo adquiridas nos supermercados do municipio de Campinas.
2.1.2. Solventes e reagentes

O padréo de Bisfenol A utilizado é da empresa Sigma-Aldrich. Os solventes a serem utilizados
serdo de grau HPLC. Os reagentes utilizados na etapa de extracdo, serdo de pureza analitica. A

agua utilizada sera obtida através de um sistema de purificagdo Milli-Q (Millipore Co.).
2.2. Método
2.2.1. Extragéo

Para a validacdo sera utilizada uma amostra branco de cerveja adquirida no comércio. Para
andlise e identificacdo da possivel presenca de BPA no produto sera utilizada a técnica analitica de
cromatografia liquida de ultra eficiéncia com detector triplo quadrupolo (UPLC-MS/MS). Para a
extracdo do composto, dois procedimentos analiticos serdo avaliados: a metodologia QUEChERS
(Quick, Easy, Effective, Rugged and Safe) de extracédo e limpeza de amostra (LEHOTAY, 2006) e
também a extracao liquido-liquido com a utilizacdo de solvente apolares.

2.2.3. Determinacdo cromatogréfica

Para andlise e investigacdo da possivel presenca de BPA nos produtos, sera utilizada a

técnica analitica de cromatografia liquida de ultra eficiéncia UPLC — MS/MS.
2.2.4. Quantificacdo

O composto sera quantificado por método de padronizacdo externa. A curva analitica para
verificagcdo da linearidade ocorrera a partir de verificacdo experimental de possivel efeito matriz bem

como a determinacao do limite de quantificag&o.
2.2.5. Validacdo da metodologia analitica

O processo de validagdo da metodologia aplicada, seguird os parametros estabelecidos no
documento orientativo publicado pelo INMETRO em 2016, o qual estabelece os parametros a serem
considerados em relacdo ao procedimento de validagcdo analitica, que sao: Seletividade,
Linearidade/Faixa de trabalho/Faixa linear de trabalho/Sensibilidade, Limite de Detecc¢éo (LD), Limite

de Quantificacado (LQ), Tendéncia/Recuperacao e Precisao (repetibilidade/precisao intermediaria).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

No periodo do projeto, foi feita uma revisdo bibliografica mais abrangente sobre o tema a ser
estudado. Foram realizados testes iniciais para infusdo de uma solucdo padrdo secundéria de

Bisfenol A, para determinar o perfil dos espectros de massas gerado pela molécula.

Devido a problemas técnicos no equipamento a ser utlizado (UPLC-MS/MS) e,
posteriormente, a necessidade de isolamento social orientado pela OMS e pelo Governo do Estado
de Sao Paulo, ocasionado pelas condi¢des sanitarias do municipio de Campinas - SP, em relacdo a
pandemia da COVID-19 (SARS-CoV-2), néo foi possivel dar andamento aos testes e a execucao do
projeto.

4 CONCLUSAO

Apesar das agéncias reguladoras permitirem o uso de Bisfenol A em embalagens para
alimentos, o acumulo causado pela exposicdo por diversos meios, mesmo em baixas concentragées,
pode ocasionar problemas de salde para a populagdo exposta. A validacdo de um método por
UPLC-MS/MS, poderé auxiliar na obtencéo de dados e no monitoramento da migracdo de BPA do

revestimento interno da lata de aluminio para a cerveja.

Devido ao fato de o equipamento estar em manuteng&o no primeiro semestre do projeto, e
posteriormente o laboratério estar fechado para seguir as orientagdes da OMS devido a situacdo de
pandemia da COVID-19, ocasionada pelo Corona Virus SARS-CoV-2, nao foi possivel apresentar

dados conclusivos em relacdo a parte experimental.
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