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RESUMO - Estudos recentes indicam que os plastificantes adicionados aos polimeros podem
causam riscos a saude humana, dependendo dos potenciais de migracdo e toxicicidade. E, a atual
demanda por embalagens plasticas para contato com alimentos leva a necessidade do controle da
gualidade desses materiais, para prevenir e diminuir 0s riscos inerentes ao seu uso. Assim, este
projeto tem por objetivo o desenvolvimento e validacdo de método de ensaio para quantificacdo de
alguns plastificantes do tipo ftalatos (DEHP, DIBP e DBP), em concentracbes muito baixas ou
comprovar sua auséncia. O método desenvolvido foi validado seguindo critérios da ANVISA e do
INMETRO, de forma que pode-se determinar a presenca desses ftalatos nas embalagens, para

confirmar se as mesmas estdo de acordo com a resolucdo RDC n°® 17, de 2008, da ANVISA.
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ABSTRACT- Recent studies indicates that plasticizers added to polymers can cause risks to
human health depending on the potential of migration and toxicology. The current demand for
plastic containers for use in contact with foodstuffs lead to the necessity of quality control of these
materials in order to prevent and reduce the risks inherent in their use. Therefore, the aim of this
project is the development and validation of analytical method for quantification of some plasticizers
of phthalate class (DEHP, DBP and DIBP). The analytical method was validated following ANVISA'’s
and INMETRO's criteria, so in this way, it is possible to determine the presence of these phthalates
in packaging to make sure it is in accordance with RDC Resolution n° 17, of 2008, published by
ANVISA.
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1 INTRODUGAO

Ftalato é o nome genérico dado para um grupo de diésteres derivados do acido orto-ftalico
(MANKIDY et al,2013). Os ftalatos sdo muito importantes para a producao de plasticos e borrachas
no mundo todo, correspondendo a mais de 80 % de todos os plastificantes empregados no
mercado, sendo que o di-etil hexil ftalato (DEHP) representa pelo menos 60 % deste montante. Os
ftalatos tém como principais caracteristicas a excelente compatibilidade, baixa volatilidade,
resisténcia & dgua e baixo custo. Devido ao fato de estarem ligados ndo covalentemente aos
produtos, os ftalatos séo facilmente lixiviados e, consequentemente, podem ser ingeridos, inalados,
absorvidos por via dérmica, ou podem entrar diretamente na corrente sanguinea (exposicées
intravenosas). Além disso, devido a ampla utilizagcdo, os ftalatos sdo comumente encontrados na
poeira domiciliar e no ar em concentracbes que variam dependendo do ambiente circundante
(KOCH et al, 2007). Recentemente, os ftalatos tém recebido grande atencao devido a possibilidade

de atuarem como disruptores enddcrinos quimicos (BANG et al, 2012).

Desse modo, h& necessidade de controle de plastificantes em embalagens plasticas
destinadas ao contato com alimentos. A ANVISA publicou a resolugdo RDC n°® 17, de 17 de marco
de 2008, baseada na legislacdo Europeia que trata da lista positiva e limite de migracdo de aditivos
para os alimentos. A resolucéo classifica alguns plastificantes como positivos e negativos, ou seja,
agueles que podem ser utilizados com restricdo e, aqueles que ndo podem ser utilizados na
fabricacdo de embalagens plasticas para contato com alimentos, respectivamente e, determina a

quantidade maxima permitida para a migracdo do aditivo para o alimento (AGENCIA, 2008)
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Este projeto tem por objetivo desenvolver e validar método analitico para a determinacéo de
ftalatos em embalagens plasticas, para permitir o controle e a fiscalizacdo desses compostos de
forma a diminuir os riscos & satide humana impostos por estes plastificantes. Os ftalatos estudados
neste projeto sado o di-etil-hexil ftlato (DEHP) com limite de migragdo especifica (LME) de 1,5
mg/kg, o di-isobutil ftalato (DIBP) que ndo é aprovado para contato com alimentos, mas € muito

utilizado em outros tipos de embalagem e o di- butil ftalato (DBP), com LME de 0,3 mg/kg.
2 MATERIAIS E METODOS

Hexano grau HPLC, Merck; Di-etil hexil ftalato — DEHP, Elekeiroz S.A; Di-isobutil ftalato — DIBP,
Elekeiroz S.A; Di-butil ftalato — DBP, Elekeiroz S.A; Ciclohexano, Merck; Isopropanol, Merck.

2.1 Condi¢bes Cromatogréficas

Utilizou-se coluna cromatografica DB1 — 30 m x 0,25 mm x 0,25 um; Volume da amostra: 1,0 uL;
Injecdo Split: 35:1; Fluxo de He: 1,2 mL/min, por dez minutos, variando-se 1 mL/min até 2,4
mL/min; Temperatura do Injetor: 270 °C; Temperatura do forno: inicial de 60 °C, por 1 minuto
variando-se em seguida, 7 °C/min até 100 °C, posteriormente, 20 °C/min até 280 °C,
permanecendo por 5 minutos; Detector de ionizagdo de chama (FID): Temperatura de 300 °C;

Fluxo de H, = 30 mL/min; fluxo de O, = 60 mL/min.

3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
3.1 Desenvolvimento e validagdo do método de determ  inacéo de ftalatos

3.1.1 Seletividade

Para avaliar os interferentes e a pureza dos picos cromatogréficos, foram injetadas solugfes
de 1 mg L™* de DEHP em hexano, 1 mg L™ de DIBP em hexano, 1 mg L™ de DIBP e o solvente
hexano.

3.1.2 Linearidade

Foram preparados oito padrdées de DEHP, DIBP e DBP em hexano nas concentracdes de 50, 100,
200, 400, 600, 800 e 1000 e 2000 ug/L. Transferiram-se 50 mL de cada solu¢ao para um respectivo
baldo de junta 24/40 para a evaporacdo completa do solvente em rotaevaporador. Apoés resfriar,

lavou-se o baldo com 2 mL de hexano e transferiu-se todo o contetdo para um vial (volume final de

3
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1,5 mL). Todos os padrdes foram injetados em um cromatégrafo gasoso da Agilent Techmologies,
modelo 7890 A, com detector por ionizagdo de chama (CG/FID), empregando o método descrito
em 2.1. A partir dos cromatogramas obtidos, determinou-se a area de DEHP, DIBP e DBP tendo

como referéncia os picos com tempos de retencdo de 16,2; 13,3 e 13,7 minutos, respectivamente.

3.1.3 Faixa de trabalho

A partir do LME do DEHP, 1,5 mg/kg (AGENCIA, 2008), determinou-se que a faixa de
trabalho tanto para o DEHP como para DIBP seria de 50 pg/L a 2000 pg/L. Desta maneira, sera
possivel identificar a presenca de ftalatos de qualquer amostra comercial pelo método validado. O
DBP tem LME de 0,3 mg/Kg (AGENCIA, 2008) e a faixa de trabalho adotada foi de 200 a 1000

Mg/L.

3.1.4 Limite de deteccao e de Quantificagao

Os Limites de deteccédo (LD) e de quantificacdo (LQ) podem ser calculados a partir de
parametros da curva analitica, empregando-se as seguintes equac¢des: LD =3,3*s/Se LQ=10*
s/S, onde s € a estimativa do desvio padréo do coeficiente linear da curva e S € a inclinagdo da reta
(RIBANI, 2004).

3.1.5 Precisao Intermediaria

Foram construidas seis curvas analiticas, duas com concentragcfes de 800, 1000 e 2000 ug
L™ de ftalato (DEHP e DIBP) em hexano e uma de 200, 600 e 1000 ug L™ de DBP em hexano.
Cada curva foi obtida por um analista diferente, em dias distintos. As solucdes foram preparadas
conforme descrito no item 3.1.2. A precisao de repetitividade foi calculada utilizando-se apenas
uma das curvas e a reprodutibilidade foi calculada considerando-se as curvas obtidas com os
dados dos dois analistas. Em ambos os casos, o calculo foi obtido pelo desvio padrdo relativo
(DPR) entre as replicatas: DPR = (S / CMD) * 100. Onde S = desvio padrdo e CMD = concentracao

média determinada.

3.1.6 Exatidado

A exatidao foi calculada a partir da mesma curva construida para determinacéo da precisao,
sendo avaliada por meio do calculo do erro relativo (ER), expresso em porcentagem empregando-
se a expressao: ER = (Cjp — C,/C,) * 100. Onde: Cj,, = valor obtido experimentalmente ou média

aritmética dos valores obtidos; C, = valor aceito como verdadeiro.
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3.1.7 Robustez

Foram selecionados sete parametros para serem avaliados, 0os quais sdo: temperatura do
injetor e do detector, temperatura inicial da coluna, fluxo de hélio, split, volume de hexano na
limpeza do baléo e fluxo de gases (H, / O,). Estes parametros foram alterados para mais e para

menos para verificar se uma pequena alteracao afetaria os resultados.

3.2 Determinacao de ftalatos em embalagens plast icas

Para a aplicacdo do método validado, foram realizadas analises em amostras de
embalagens plasticas destinadas ao uso farmacéutico. As amostras estavam sem uso e, as

composicdes sdo de PEAD (polietileno de alta densidade) e PEBD (polietileno de baixa densidade).

Em um erlenmeyer de junta 24/40 pesaram-se aproximadamente 2,0 g de amostra de PEAD
moida, adicionaram-se 50 mL de ciclohexano. Deixou-se em refluxo por 2 horas. Apds resfriar,
transferiram-se 40 mL para um baldo de junta 24/40 e evaporou-se todo este volume. O balédo foi
lavado com 2 mL de hexano, e o volume final de 1,5 mL foi transferido para um vial e analisado por

cromatografia gasosa empregando-se o método descrito em 2.1.

3.3 Caracterizacdo das amostras de embalagens pl  asticas
As amostras foram caracterizadas quanto ao peso, capacidade volumétrica e espessura.

O peso e a capacidade volumétrica permitem avaliar a homogeneidade de um lote. As amostras
foram pesadas em balanca analitica Mettler Toledo, modelo AT 201, com precisdo de 0,00001 g.
Para a avaliacdo da capacidade volumétrica total, pesou-se a embalagem vazia, em seguida
completou-se até o topo da superficie de acabamento com agua ultrapurificada a temperatura
conhecida e, pesou-se novamente a embalagem cheia. O calculo utilizado foi: Cyoumetrica = (Feheio —
Fuazio)/p- Onde Cyoumetrico = @ capacidade volumétrica, Fcheio = massa do frasco cheio de dgua, Fyazi0=

massa do frasco vazio e, p = densidade da agua na temperatura do ensaio.

A espessura foi medida em equipamento com sensor magnético Magna — Mike, da

Panametrics. Avaliou-se apenas a espessura minima do corpo da embalagem.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Validacdo dos métodos para a determinacédo de DE  HP, DIBP e DBP

A seletividade visa encontrar possiveis interferentes e foi feita com a injecdo dos padrdes
de DIBP, DEHP, DBP e hexano. Os tempos de retencdo sédo 2,50, 13,33, 16,20 e 13,75 minutos
para o hexano, DIBP, DEHP e DBP, respectivamente. Portanto, ndo ha interferente na anélise
desses ftalatos em hexano, uma vez que nao houve sobreposicdo dos picos cromatograficos. A
Figuras 1 mostra um cromatograma de padrées de DIBP, DEHP e DBP. Os resultados para os

demais par@metros para a validacdo do método sao apresentados na Tabela 1.

FIDT A, Front Signal (FTALATOSWISTE 2014-05:23 11051023 MAIO0000006 D)

. DIEP
& DEHP

0 11 12 13 " 15 16 17 18 18

Figura 1: Cromatograma de uma solucdo de padrbes de DIBP, DBP e DEHP nas

concentragées de 1000, 600 e 1000 pg L™ em hexano, respectivamente.

Tabela 1: Parametros da validacdo do método analitico.

Parametros DEHP DIBP DBP
Linearidade y= 0,917x + 0,594 y= O,(2)26x + 0,643 y= 0,912x + 0,746
r-=0,996 r° =0,995 r- =0,995
Limite de Detecgéo 78 ug L* 99 ug L™ 89 ug L™
Limite de Quantificaco 235 ug L* 300 ug L* 270 pg Lt
Exatiddo <5% <5% <5%
Preciséo intermediaria <5% <5% <5%
Robustez Split e Fluxo de gases  Split e Fluxo de gases  Split e Fluxo de gases

Segundo a ANVISA e o INMETRO, todos os parametros avaliados estdo dentro dos limites
aceitaveis para a validacdo de um método analitico, de forma que os trés ftalatos analisados por

este método podem ser quantificados.



O limite de deteccdo mostra que o primeiro ponto da curva esta bem abaixo do limite de
deteccao, podendo ocasionar erros. Portanto nestes casos, deve-se considerar o LD como a menor

concentracao da curva de calibracgéo.

Os principais efeitos que interferem na sensibilidade (Robustez) do método sé&o o split e 0

fluxo de gases (hidrogénio e oxigénio). Portanto, estes parametros precisam ser cuidadosamente

ajustados para evitar influéncia nos resultados.

4.2 Caracterizacdo das amostras de embalagens plast

Foram caracterizadas quanto ao peso, capacidade volumétrica e espessura seis amostras

de frascos plasticos (PEAD e PEBD) destinados ao uso farmacéutico. A determinacéo foi feita em
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trés amostras diferentes. A tabela 2 apresenta os resultados da caracteriza¢cdo das amostras.

Figura 2 : Frascos caracterizados nos métodos desenvolvidos no projeto.

Tabela 2: Caracterizagdo das amostras.*

Capacidade volumétrica

Amostra Composicdo Peso médio (g) total (mL) Espessura
1 PEAD 7,99 £ 0,03 58,73 + 0,04 0,51 +0,03
2 PEAD 5,16 + 0,05 33,16 £ 0,23 0,57 £ 0,03
3 PEAD 9,84 + 0,06 47,14 £0,24 0,84 + 0,04
4 PEAD 5,42 + 0,08 20,09 £0,16 0,58 + 0,02
5 PEAD 9,53+0,03 59,09 +0,39 0,64 + 0,06
6 PEBD 2,47 £ 0,03 8,88 +0,04 0,66 + 0,03

* Resultados obtidos a partir de duas determinacées (amostra 1) e 10 determinagdes (amostras 2 a 6).

4.3

A tabela 3 apresenta os resultados da determinacdo de ftalatos das amostras. Os resultados
obtidos indicam que as embalagens ndo apresentavam guantidades significativas de ftalatos. I1sso
mostra que o processo de producdo ndo apresenta contaminacfes e, segue as normas exigidas
pela ANVISA.

Determinagao de ftalatos das amostras de embala

gens plasticas
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Tabela 3: Resultados obtidos para a determinacao de ftalatos em embalagens.

Area Area Area Concentralc;éo Concentrazg 30 Concentragéo
Amostra DIBP DBP DEHP DIBP DBP DEHP
3 0,48 0,11 0,19 <LD <LD <LD
4 0,24 0,34 0,17 <LD <LD <LD
5 0,36 0,12 0,09 <LD <LD <LD

T T. 2 T3 T
LDDEHP =78 pgL s+ LDDIBP=99uglL ; LDDBP=89pglL -
5 CONCLUSAO

O método de determinacdo de DEHP, DIBP e DBP mostrou-se adequado para detectar
baixas concentracBes destes ftalatos, uma vez que todos os paréametros estabelecidos pelo
INMETRO para validagdo de um método analitico foram obtidos. Esses métodos podem ser
aplicados para a confirmacdo de que estes aditivos ndo foram usados nas embalagens, como
forma de fiscalizacdo e controle de qualidade. Nao foram detectados ftalatos nas amostras de

PEAD analisadas, indicando que o fabricante seguiu as exigéncias da ANVISA.
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