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RESUMO

O plastico tem uma ampla aplicacdo pratica, devido ao baixo custo e a sua
versatilidade. O custo reduzido comparado a outros materiais torna os produtos
plasticos mais acessiveis a populacdo. Em sua composi¢cdo tem substancias,
conhecidas como aditivos, que conferem propriedades desejaveis ao material plastico,
entre esses aditivos estdo o bisfenol A (BPA) e os ftalatos (EFs) que sé&o
contaminantes desreguladores endocrinos que ganharam destaque devido ao seu
potencial risco a saude humana. Tendo em vista que esses contaminantes, BPA e
EFs, estdo presentes nas embalagens plasticas, precisam ser monitorados, o
presente trabalho desenvolveu e validou um método para analise desses
contaminantes em agua engarrafada. O método se mostrou seletivo para os analitos
estudados. Os dados obtidos sdo homocedasticos sendo a regressao linear simples
adequada para obtencao das equacdes da reta. A maioria dos coeficientes lineares é
nao significativo para a equacao da reta dos analitos tanto no solvente quanto na
matriz. Ocorreu efeito matriz somente para o DBP. Os limites de detec¢do para o BPA,
BBP e DBP obtidos foram 3,96; 6,41 e 12,63 ug L%, respectivamente. Os limites de
quantificacdo obtidos foram 13,08; 21,16 e 41,68 ug L%, respectivamente. Limites
esses satisfatorios quando comparados a literatura. A precisdo e exatiddo do método

foram satisfatoérias.

Palavras-chave: cromatografia liquida; validacdo de método; bisfenol A; ftalatos.



ABSTRACT

Plastic has a wide practical application, due to its low cost and versatility. The reduced
cost compared to other materials makes plastic products more accessible to the
population. In its composition there are substances, known as additives, that give
desirable properties to the plastic material, among these additives are bisphenol A
(BPA) and phthalates (PEs) which are endocrine disrupting contaminants that have
gained prominence due to their potential risk to human health. Bearing in mind that
these contaminants, BPA and EFs, are present in plastic packaging, need to be
monitored, the present work has developed and validated a method for analyzing these
contaminants in bottled water. The method proved to be selective for the studied
analytes. The data obtained are homocedastic and the simple linear regression is
adequate to obtain the equations of the line. Most linear coefficients are not significant
for the equation of the analyte line both in the solvent and in the matrix. There was a
matrix effect only for DBP. The detection limits for BPA, BBP and DBP obtained were
3.96; 6.41 12.63 pg L-1, respectively. The quantification limits obtained were 13.08;
21.16 and 41.68 pg L-1, respectively. These are satisfactory limits when compared to
the literature. The precision and accuracy of the method were satisfactory.

Keywords: liquid chromatography; method validation; bisphenol A; phthalates.
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1 INTRODUCAO

No inicio do século XX, os plasticos comec¢aram a ter uma ampla aplicacéo
pratica, devido ao baixo custo e a sua versatilidade. O custo reduzido comparado a
outros materiais torna os produtos plasticos mais acessiveis a populacéo. Eles estédo
cada vez mais presentes em nossas vidas, podendo ser encontrados em inumeros
materiais, como por exemplo, brinquedos, utensilios domésticos, materiais de
construcéo, lentes de contato, embalagens de alimentos, etc (LETCHER, 2020).

A versatilidade do plastico € viabilizada pela insercdo de substancias,
conhecidas como aditivos, que conferem propriedades desejaveis ao material, tais
como flexibilidade, cor, resisténcia a impactos, etc. Os principais aditivos utilizados
sao plastificantes, estabilizantes, pigmentos, lubrificantes, corantes e outros (FRED-
AHMADU et al., 2020).

Atualmente, a busca por uma melhor qualidade de vida tem aumentado,
sendo que entre 0s habitos adotados esta a alimentacédo saudavel. Uma grande aliada
a manutencao dessa rotina sdo as embalagens plasticas, trazendo beneficios como a
praticidade e aumento da vida Gtil dos alimentos (LANDIM et al., 2016). No entanto,
apesar das vantagens da utilizacdo de embalagens plasticas, elas representam um
risco a saude humana, pois, também sdo uma fonte de contamina¢do quimica dos
produtos alimenticios. O risco € definido pela extensdo da migracdo dessas
substancias para os produtos alimenticios e também pela toxicidade especifica
dessas substancias que compde as embalagens (HAHLADAKIS et al., 2018).

Alguns desses contaminantes sdo tidos como poluentes organicos
emergentes (POE) ou contaminantes emergentes, fazendo referéncia a qualquer
composto quimico, de ocorréncia natural ou antropica, que ndo € monitorado ou néo
dispdoe de legislacdo estabelecida, no entanto tem capacidade, comprovada ou
discutivel, de afetar o ambiente e os seres vivos (UNITED STATES GEOLOGICAL
SURVEY - USGS, 2017).

Existe um grande interesse cientifico em um grupo de contaminantes
emergentes, presentes no meio ambiente que afetam especificamente o sistema
endocrino de espécies animais, diante disso sdo denominados desreguladores
enddcrinos (DE). Podendo também ser reportados na literatura como interferentes

endaocrinos, disruptores enddcrinos ou Endocrine Disrupting Chemicals - EDCs (BILA,;
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DEZOTTI, 2007; PONTELLI; NUNES; OLIVEIRA, 2016).

Dentre os contaminantes desreguladores enddcrinos, ganharam destaque
os aditivos presentes nos plasticos, principalmente, bisfenol A (BPA) e os ésteres de
ftalatos (EFs). Reconhecendo o potencial risco a saude humana o BPA e os EFs,
foram denominados como poluentes prioritarios tanto pela Unido Europeia (EU),
qguanto pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA) (SOUZA et
al., 2012; WANG et al., 2017).

Sendo assim dando énfase a esses contaminantes, BPA e EFs, presentes
nas embalagens plésticas, a &gua, recurso natural indispensavel, e quando envasada,
de acordo com a (FOOD AND DRUG ADMINISTRATION (FDA), 2019), classificada
como produto alimenticio, vem sendo amplamente estudada (AZZOUZ;
BALLESTEROS, 2014; CINCOTTA et al., 2018; FABREGAT-CABELLO et al., 2016;
JARDIM et al., 2012; LOCATELLI et al., 2016; PEREZ et al., 2016; SODRE et al.,
2010; WEE et al., 2019; ZAKI; SHOEIB, 2018). Para ser comercializada, a 4gua pode
ser envasada em embalagens plasticas, como polietileno tereftalato (PET),
polipropileno (PP) e policarbonato (PC) (ROWELL; KUIPER; PREUD’HOMME, 2016).

Em decorréncia da grande producéo e utilizacdo de materiais plasticos em
diversos setores, a agua potavel também pode ser contaminada pelos residuos
gerados por esses materiais, através do solo ou de efluentes, visto que os tratamentos
de 4gua e esgoto convencionais ndo sdo adequados para a eliminacao total desses
contaminantes (LANDIM et al., 2016; PONTELLI; NUNES; OLIVEIRA, 2016; SILVA,
COLLINS, 2011).

Este trabalho visa desenvolver e validar uma metodologia analitica para ser
utilizada na determinacao de bisfenol A (BPA), butil benzil ftalato (BBP) e dibutil ftalato
(DBP) em aguas engarrafadas, usando cromatografia liquida de alta eficiéncia com
arranjo de diodos (HPLC-DAD) através de injecdo direta (ID) utilizando uma coluna

C18 e um unico comprimento de onda.

1.1 Bisfenol A e EFs

O BPA é um composto quimico usado principalmente como mondémero na
preparacao de resinas epoxis e resinas de polissulfona, plasticos de policarbonato e
como antioxidante ou estabilizador em cloreto de polivinila (PVC) (SHAO et al., 2007,

XIAO et al., 2020). Bem como os EFs sdo um grupo de compostos quimicos derivados
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do &cido ftélico, amplamente utilizados para aumentar a flexibilidade em materiais
plasticos, por isso sdo conhecidos como plastificantes (GOMES et al., 2020;
HEUDORF; MERSCH-SUNDERMANN; ANGERER, 2007).

Ainda sdo necessarias pesquisas mais detalhadas sobre os efeitos toxicos
do BPA e dos EFs, para que se tenham informagdes irrefutaveis a respeito desses
efeitos, diante disso alguns desses compostos séo classificados como possivel
carcinogénico e outros como nédo carcinogénico para humanos (IARC, 2019). Em
2014, Geueke, expbs que a correlacéao entre a presenca de BPA e as doencas vem
crescendo incessantemente. Entre os problemas relatados estao diabetes, doencgas
cardiovasculares, alteracdo do figado, abortos espontédneos, partos prematuros,
hiperatividade e obesidade. Além disso, outro estudo concebido por Stringer e
colaboradores (1997), reportaram os efeitos toxicos cronicos dos EFs, afetando
principalmente os 6rgéos reprodutivos, figado e rins, podendo reduzir o tamanho dos
testiculos e a producdo de espermatozoides.

Por conta dos danos causados aos organismos terrestres e marinhos, o
BPA e os ftalatos: butil benzil ftalato (BBP) e dibutil ftalato (DBP), ocupam um lugar
de destaque na lista de poluentes prioritarios da EU (EU, 2007; EU, 2004; LI; DUAN,
2011; STAPLES et al., 1997). A Tabela 1 contém algumas propriedades fisicas e
quimicas dos compostos de interesse.



Tabela 1 - Caracteristicas fisicas e quimicas dos compostos estudados.
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Composto BPA BBP DBP
(Acrénimo)
T H
L. o” o
Estrutura Quimica
ah*‘ ---_____-' -\:Q"-‘.*-h Q}QQ

H
Massa Molar 228,291 312,365
(g-mol?)
Solubilidade em H20 a 25°C 0,30 0,00269
(9.Lh)
Ponto de Fuséao (°C) 156,0 -35,0
Ponto de Ebulicdo (°C) 220,0 370,0
Constante de Acidez (pKa) 9,60 -

Coeficiente de Particao
Octanol/Agua (log Kow) 3,32 4,73

Numero CAS* 80-05-7 85-68-7

278,348

0,013

-35,0

340,0

4,50

84-74-2

Fonte: PubChem (2020). * CAS: Servico de Resumos de Quimica (Chemical Abstract Service). BPA:

bisfenol A. BBP: butil benzil ftalato. DBP: dibutil ftalato.

A Tabela 2 mostra os valores de Limite de Migracdo Especifica (LME) em

alimentos, bem como a Dose de Referéncia (RfD) para os analitos em estudo. O LME,

estabelecido pela EU (2011), e o RfD especificado pela EPA (1987, 1988, 1989) visam
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garantir a saude humana. Embora o BPA, BBP e DBP, apresentem efeitos nocivos a
saude de organismos, ndo existe regulamentacdo especifica para valores de
concentracdo maxima admissivel para a presenca deles na agua potavel para
consumo humano no Brasil e nos Estados Unidos (BRASIL, 2017; EPA, 2012). Os
valores de LME no Brasil sdo iguais ao reportados pela EU (BRASIL, 2019;
MINISTERIO DA SAUDE, 2012).

Tabela 2 - Valores estabelecidos do BPA e EFs e suas respectivas agéncias reguladoras.

Composto LMEs (mg.kg™) RfD (mg.kg'por dia)
BPA 0,60 0,05
BBP 30,00 0,20
DBP 0,30 0,10

Fonte: EU (2011), EPA (1987, 1988, 1989). LME: Limite de Migragdo Especifica. RfD: Dose de
Referéncia..

1.2 Embalagem PET

As embalagens plasticas sdo amplamente utilizadas em todo o mundo
(ORSET; BARRET; LEMAIRE, 2017). De acordo com Robertson (2013), a
embalagem esta no centro da industria de alimentos devido a sua versatilidade e
também ao aumento da vida util do produto, sendo que a crescente demanda por
produtos industrializados faz com que as embalagens plasticas sejam amplamente
escolhidas.

O PET é um dos poliésteres mais importantes utilizado em embalagens
plasticas. Ele é produzido pela reacdo de etilenoglicol (EG) com acido tereftalico
(ATF), onde normalmente, um éster dimetilico de ATF € usado para garantir uma
reagdo mais controlavel. O PET saturado linear é duro, semicristalino e transparente.
E estavel em uma ampla faixa de temperatura (—60 a 200 °C), com alta temperatura
de fuséo cristalina (T m) de 267 °C e temperatura de transi¢cdo vitrea relativamente
baixa (Tg), variando de 67 a 80 °C. O PET possui excelente resisténcia quimica,

resisténcia a tracao e é leve. Em seu estado vitreo, o PET € ductil, resistente e rigido,
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tornando-o um polimero preferencial para embalagens que necessitam de rigidez
(PIRINGER; BANER, 2000).

As propriedades elasticas do PET podem ser modificadas por meio de
moldagem e extrusao (BHUNIA et al., 2013; SINGH; WANI; LANGOWSKI, 2017). As
propriedades de barreira do PET sédo boas em relagéo a gases, aromas e gorduras,
mas tem pouca resisténcia ao vapor de agua (PIRINGER; BANER, 2000). PET
também pode ser usado como um componente de bandejas de aluminio, uma vez que
pode suportar altos campos eletromagnéticos durante o aquecimento por microondas
(MW) (BHUNIA et al., 2013).

O PET é o material de embalagem preferido na indUstria de agua
engarrafada (GAMBINO et al., 2020). O PET ganhou popularidade como o material
de embalagem para agua devido as suas propriedades fisicas e quimicas, como
resisténcia, transparéncia, leveza e facilidade de reciclagem (AL-SALEH; SHINWARYI,
ALSABBAHEEN, 2011; AMIRIDOU; VOUTSA, 2011). Assim, estas combinacoes
guase Unicas de propriedades torna o PET um material muito desejavel para
embalagens de alimentos e bebidas, especialmente garrafas de agua a um preco
muito econdmico (ORSET; BARRET; LEMAIRE, 2017).

1.3 Injegao direta (ID) de amostras

Little e Fallick (1975) relataram uma das primeiras publicacGes
demonstrando a possibilidade de analisar amostras de agua de rio por LC-UV/Vis sem
a necessidade de uma pré-concentracdo e/ou etapa de limpeza. Os autores
apontaram que volumes de amostra entre 500 a 2000 yL eram suficientes para serem
bombeados através da coluna e realizar a deteccdo de poluentes organicos. Varios
pesquisadores comecaram a examinar profundamente essa opcao atraente e,
consequentemente, foram capazes de produzir uma série de relatérios utilizando esta
abordagem de ID para andlise de uma variedade de compostos quimicos em
diferentes matrizes (BAYEN et al., 2014; BUSETTI et al., 2012; OSTERTAG et al.,
2020; PIRVU et al., 2020).

Borrull et al. (2019) testou quatro grandes volumes de injecao (LVI — large
volum injection) (200, 400, 600 e 800 pL) para a analise de 20 contaminantes

emergentes de interesse na agua de rio, e constatou que as respostas aumentaram
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proporcionalmente com o volume de amostra injetado, exceto para 0s primeiros
analitos de eluicdo. Para minimizar o efeito dos componentes da matriz na supressao
do sinal e também para economizar tempo de analise, os autores optaram pelo volume
de 400 pL.

Normalmente, a LVI envolve a inje¢céo direta de volumes de amostra que
variam de 100-5000 pL em HPLC (CHIAIA; BANTA-GREEN; FIELD, 2008). A LVI é
definida como um volume de amostra injetado que é = 10% do volume vazio da coluna
analitica (BAYEN et al., 2014). A LVI possui aplicacdes tipicas em uma gama de
matrizes ambientais, por exemplo, &gua potavel, &gua subterranea e agua superficial,
incluindo agua do mar e aguas residuais (BUSETTI et al., 2012).

A LVI requer apenas um pré-tratamento minimo da amostra, como
centrifugacéo ou filtracdo, reduzindo os custos quando comparados aos associados
aos materiais de extracdo, solventes de extracdo e mao de obra. Além disso, como as
amostras séo injetadas diretamente na coluna analitica, o risco de perda do analito é
reduzido (BACKE; FIELD, 2012). No entanto, como a LVI envolve uma limpeza
minima da amostra, ela € considerada como uma técnica de analise "mais suja”, que
pode causar entupimento do instrumento, reducdo da vida util da coluna e efeitos da
matriz (BUSETTI et al., 2012).

Também sao reportados na literatura outros volumes de ID, como 80 pL
(ANUMOL et al., 2015), 70 yL (HAO et al.,, 2011), 50 yL (KOWAL et al., 2009;
OLIVEIRA et al., 2015; RIPOLLES et al., 2012), 20 yL (OSTERTAG et al., 2020;
PIRVU et al., 2020) e 10 uL (PEREIRA et al., 2010; RADU et al., 2016). Ripollés et al.
(2012) verificou que um volume de injegdo maior que 50 L resultou em picos largos
ao analisar residuos de etilenotioureia (ETU) e propilenotioureia (PTU) em &gua. Picos
extensamente largos podem acabar causando separacéo, deteccdo e quantificacdo
inferior, resultando em uma limitacdo do método (OGISO; SUZUKI; TAGUCHI, 2008).
Bayen et al. (2014) mostrou que a ID de um pequeno volume de amostra (20 pL) é
um método confiavel para detectar antibidticos em &gua doce. Uma das
consequéncias na reducao do volume na ID é o aumento do limite de deteccéo (LD)
(FUJIOKA et al., 2016). Na Tabela 3 s&o apresentados alguns exemplos de trabalhos
utilizando ID em HPLC de diferentes tipos de amostras e analitos.



Tabela 3 — Exemplos de injecao direta (ID) de amostras usando HPLC.
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Analito Amostra Tratamento Vqlgmes de Coluna cile Detector Limite de detgfgao Referéncia
injecéo separacéo (LD) (ug.L™)
8 acidos organicos (oxalico,
tartarico, formico, malico, 1,0 x 10° — 4,6 x 10°
latico, acético, citrico,
succinico e galico) Vinho de mesa Filtracdo em membrana Pereira et
. L (tinto e branco) e Acrodisc® CR PTFE de 10 L Atlantis dC18 DAD
2 furanos (hidroximetilfurfural e ' A al. (2010)
vinho rosé 0,45 pm 271 e 229
furfural)
22 compostos fenolicos
(ex.: Vanilina) 71 - 487
Antibidticos: sulfadiazina, Poroshell 120 SB-
sulfametazina, sulfamerazina, i Filtrag&o em seringa de C18/pre-filtro de 3 3 Bayenetal.
sulfametoxazol cloranfenicol, Agua doce PTFE de 0,20 um 20 WL porosidade 2 pm MS/MS 0.37x10%-226 x 10 (2014)
lincomicina e tilosina por 2,1 mm.
Antibidticos: amoxicilina, Centrifugagéo a 4000 RP-18/coluna de
metronidazol, sulfametoxazol, < S rpm por 10 min, . 1,3; 0,4; 2,1; 1,1; 1,4; Vosough et
. o Aguas residuais ' ~ . 200 uL guarda também DAD
ofloxacina, sulfadiazina e filtracdo em seringa de 0,05 al. (2015)
. RP-18
sulfamerazina nylon de 0,22 um
Aguas minerais
naturais comerciais  Filtracdo em seringa de . Radu et al.
BPA em garrafas de PTFE de 0,45 um 10 uL Kromasil 100 C18 DAD 80 (2016)

plastico




Dipirona e Cafeina

9 acidos perfluoroalquilicos
(PFAAS)

Corantes sintéticos:
azul brilhante
amarelo crepusculo
tartrazina

Proteinas: a-lactalbumina, -
lactoglobulina, albumina
sérica, lactoferrina e
lactoperoxidase

Comprimidos

Agua potavel,
subterranea, de
rio, de lago e
residual

Agua superficial e
residual

Soro de leite

Filtracdo em membrana
microporosa de 0,22 um

ultracentrifugacédo a
30.000 x g

Filtracdo em Chromafil
XTRA PTFE de 0,45 pm

Centrifugacéo a 15.000
x g por 10 min
(temperatura ambiente)

20 uL

100 pL

20 pL

20 uL

Acclaim® C18

Waters ACQUITY
UPLC BEH
C18/coluna de
guarda (Waters,
Milford, MA, EUA)

Acclaim Surfactant
Plus

BioResolve RP
mAb 450A
Polyphenyl (Waters
Corp., EUA), pré-
coluna de material
idéntico (Waters
Corp., EUA)

DAD

MS/MS

DAD

DAD

428
86

1,4 x 105 -44x 10°

0,3
1,65
1,74

3,0x10%-8,0x 10°

19

Vieira et al.
(2017)

Ciofi et al.
(2018)

Pirvu et al.
(2020)

Ostertag et
al. (2020)

Fonte: Autora (2021). MTBE: éter metil-terc-butilico; PTFE: Politetrafluoretileno; ECD: detector eletroquimico; MS/MS: detector de massas do tipo triplo quadrupolo;

DAD: detector de arranjo de diodos.
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O método de ID oferece algumas vantagens para a analise de
contaminantes em aguas, onde ele é relativamente mais barato, mais rapido, requer
um tamanho de amostra menor e € menos sensivel a contaminacédo cruzada do
equipamento (BAYEN et al., 2014). A ID é especialmente promissora, visto que o
enriquecimento dos analitos muitas vezes limita a diversidade de analitos incluidos
em um método (REEMTSMA; ALDER; BANASIAK, 2013).

No caso da ID apenas alguns microlitros de amostra sdo necessarios para
a analise, em comparacdo com um litro normalmente necessario para SPE (BAYEN
et al., 2014). A ID é a melhor escolha para evitar qualquer contaminacdo da amostra
devido a sua manipulacdo e tratamento, bem como para garantir um alto rendimento
analitico. No entanto, esta abordagem pode sofrer uma sensibilidade mais baixa, em
comparacao com métodos baseados na extracdo em fase sélida (SPE) (CIOFI et al.,
2018). Além disso, quando a ID é utilizada, o efeito matriz (EM) pode afetar
significativamente a precisdo e/ou a sensibilidade do método, devido a auséncia de
etapas de extracdo e limpeza. Aplicacdes da ID tém sido relatadas na literatura para
a determinacéo de diferentes classes de organicos em diferentes tipos de amostras,
e principalmente em agua (CIOFI et al., 2018).

Vosough et al. (2015) demonstraram que a ID em HPLC-DAD pode ser
usada de forma promissora como estratégia analitica verde para deteccdo e
quantificacdo de antibidticos em amostras de &guas residuais, evitando
instrumentacdes de alto custo mais complicadas. Radu et al. (2016) demonstrou que
o BPA pode ser analisado em aguas minerais naturais comerciais em garrafas de
plastico através de ID da amostra (10 uL). Os métodos reportados na literatura indicam
que a ID da amostra apresenta vantagens em relacao a outros métodos, por serem
simples e rapidos, tornando-os menos onerosos, tanto econdmica quanto
ambientalmente, por consumir menos insumos quimicos e gerar menos residuos.
Pirvu et al. (2020) demonstrou que a faixa visivel esta4 livre da maioria das
interferéncias de compostos organicos presentes nos residuos e em aguas
superficiais, onde a filtragdo simples de amostras ambientais, seguida por analise de
HPLC-DAD por ID permitiu uma reducao significativa no tempo de analise e um

aumento na exatidao e precisao do método.
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1.4 Motivacéao para realizagéo do trabalho de pesquisa

O BPA e os EFs sdo amplamente utilizados em embalagens para aumentar
a maleabilidade e trabalhabilidade do plastico, mas apresentam tendéncia a migrar ou
dissociar-se dos plasticos. Pesquisadores ja deram o alarme ao terem encontrado
seus vestigios em amostras de &gua de garrafas plasticas deixadas em altas
temperaturas externas por muito tempo (NOTARDONATO et al., 2019). Outra forma
de aumentar a taxa e a extensdo da migracdo dos componentes dos plasticos é
através do aquecimento de alimentos em recipientes plasticos em fornos de micro-
ondas (SHARMA; CHAUHAN, 2019).

O mercado global de engarrafamento de agua cresce anualmente. Em
2018, a classificacdo do consumo dos dez principais paises era China, Estados
Unidos, México, Indonésia, Brasil, india, Tailandia, Alemanha, Italia e Franca,
respectivamente (IBWA, 2019).

O BPA tem sido frequentemente detectado 4gua engarrafada em materiais
plasticos de PC (LIAN et al., 2020; WANG et al., 2020). Dado o potencial estrogénico
do BPA, grande atencéao foi dada a investigacédo da concentracdo de BPA em aguas
engarrafadas em todo o mundo. Mesmo o BPA nédo sendo usado na fabricagéo de
PET, ele tem sido detectado na &gua em garrafas PET (CHAILURKIT;
SRIJARUSKUL; ONGPHIPHADHANAKUL, 2017), apesar das concentracdes de BPA
na agua engarrafada em PC serem muito mais altas do que na agua engarrafada em
PET (WANG et al., 2020).

Na Franca, Colin et al. (2014) ndo detectaram BPA em aguas engarrafadas
em PET, mas das 29 marcas de aguas engarrafadas em PC, todas apresentaram
contaminag¢do com BPA, com maior nivel observado em garrafas recém-fabricadas.
Na China, Wang et al. (2020) relataram BPA em aguas engarrafadas em PET em
todas as onze marcas analisadas.

Embora o BPA néo seja usado na fabricacdo de PET, deve-se considerar
o uso de PET reciclado (R-PET) como uma possivel fonte de BPA proveniente de
contaminacgao cruzada, ndo apenas durante o processo de reciclagem, mas tambéem
durante a fabricagdo de PET virgem (DREOLIN et al.,, 2019). BPA lixiviavel de
embalagens de polimero devido a sua moderada solubilidade em agua (120 - 300
mg/L: pH = 7,0 a 25 ° C) e baixo log Kow (3,32) em agua (BORRIRUKWISITSAK;
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KEENAN; GAUCHOTTE-LINDSAY, 2012; FIKAROVA et al., 2019). Guart et al.
(2011) n&o detectaram BPA em garrafas PET cortadas em pedagos, mas por outro
lado, detectaram BPA em tampas de polietileno de alta densidade (PEAD) em
concentragdes de 0,145 ug/dm?. Bach e colaboradores (2012), também indicaram que
as tampas dos recipientes, em 4gua engarrafada PET, podem ser uma fonte de BPA.
A fabricacao de garrafas de bebidas usa amplamente EFs (LI et al., 2019)
e, como ndo sdo quimicamente ligados aos polimeros, também podem contaminar
bebidas engarrafadas. Este processo pode ocorrer por meio da producéo, embalagem
e armazenamento (linhas de engarrafamento, centros de refino de &agua, etc.)
(MANZO et al., 2019; PACYGA; SATHYANARAYANA; STRAKOVSKY, 2019). De
acordo com Bach et al. (2014), a poluicdo ambiental, como fonte do EFs, ndo pode
ser excluida. A presenca de EFs na 4gua engarrafada em PET pode estar associada
aos EFs presentes na fonte de 4gua (agua subterranea ou 4gua potavel) usada para
encher as garrafas (JEDDI et al., 2015). O tipo de fechamento (‘tampa’) nas garrafas
pode ser uma fonte mais importante de ftalatos do que o material da garrafa (vidro ou
PET) (SILANO etal., 2019). As tampas das garrafas plasticas séo feitas de polietileno
de alta e baixa densidade (PEAD e PEBD) e poliestireno (PE) (GUART et al., 2011).
O adesivo usado para colar os rotulos dos frascos pode, portanto, ser considerado
uma das fontes de ftalatos em amostras de 4gua (CINCOTTA et al., 2018). Aznar et
al. (2011) identificaram DBP em adesivo a base de acetato de vinila etileno (EVA).
Exemplos de concentracdes significantes de BPA (5,7 ug/L) (KARAYAKA
et al., 2019), BBP (12,11 pg/L) (SURHIO et al., 2017) e DBP (82,8 ug/L) (SALAZAR-
BELTRAN et al., 2017) em aguas engarrafadas foram relatadas na literatura entre
2017 e 2019. Para garantir a seguranca do consumidor, € importante verificar a
possivel migracdo destes compostos das garrafas para a dgua. Os riscos potenciais
a saude devido a exposicédo ao BPA, BBP e DBP através do consumo de garrafas de
agua tornaram-se uma questao importante, visto que eles podem causar efeitos
adversos na saude humana. Notou-se a necessidade do desenvolvimento de um
método simples e relativamente barato para a determinacado simultanea do BPA, BBP
e DBP em agua engarrafadas, visto que ainda nédo existe a determinagéo simultanea

destes compostos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver e validar um método para determinacdo qualitativa e
quantitativa de BPA, BBP e DBP em &aguas purificadas adicionadas de sais
comercializadas na Regido Metropolitana de Fortaleza-CE, empregando
cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo por arranjo de diodos (HPLC-
DAD).

2.2 Objetivos Especificos

» Estabelecer as condi¢cdes cromatograficas para analise dos 3 analitos (BPA, BBP
e DBP) por HPLC-DAD;

» Desenvolver e validar um método analitico seguindo as diretrizes do INMETRO
para determinar os 3 analitos em amostras de aguas purificadas adicionadas de

sais;

» Avaliar a influéncia do efeito matriz das amostras de aguas purificadas adicionadas

de sais nos 3 analitos estudados;

» Validar as curvas analiticas através de testes estatisticos;

» Aplicar o método desenvolvido em amostras de aguas purificadas adicionadas de

sais comercializadas na Regido Metropolitana de Fortaleza-CE.
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3 MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Analise de Tracos
(LAT) da Universidade Federal do Ceara (UFC) e no Laboratério Multiusuario de
Quimica de Produtos Naturais (LMQPN) da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (Embrapa Agroindustria Tropical).

3.1 Materiais utilizados

v Agua ultrapura, purificada por sistema Miili-Q® Academic (Millipore, Darmstadt,
Alemanha);

Acetonitrila grau HPLC (TEDIA®, Rio de Janeiro, Brasil);

Metanol grau HPLC (TEDIA®, Rio de Janeiro, Brasil);

Vials com tampas de 2 mL (Analitica, S&o Paulo, Brasil);

Pipetas Pasteur de vidro;

Padrdo analitico BPA (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alemanha);

Padrdo analitico BBP PESTANAL® (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alemanha);
Padrdo analitico DBP PESTANAL® (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alemanha);
Microseringa de vidro 50uL (Hamilton, Reno, EUA);

Frascos de vidro ambar de 5 e 10 mL;

Balbes volumétricos de 5 e 10 mL;

N N N N N N T W N NN

Membrana filtrante de politetrafluoretileno (PTFE) hidrofilica com diametro 47 mm

e tamanho de poro 0,45 pm.

3.2 Preparo das solucdes estoque

Foram preparadas 10 mL de solucfes estoque de aproximadamente 1000
mg L* individuais dos EFs e do BPA em metanol grau HPLC a partir de seus
respectivos padrdes analiticos. A partir destas solugdes individuais foram preparadas

5 mL das solugbes de trabalho.
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3.3 Desenvolvimento do método cromatografico

3.3.1 Equipamento utilizado

A identificagdo e quantificacdo do BPA e dos EFs foram realizadas
utilizando cromatégrafo liquido Shimadzu (modelo 20A Prominence), tal qual exibido
na Figura 1, com detector com arranjo de diodos (DAD) (modelo SPD-M20A), duas
bombas (modelo LC-20AT), forno (modelo CTO-20A), desgaseificador (modelo DGU-
20A3). A alca de amostragem (loop) deste equipamento apresenta um volume fixo de
20 yL. Foi utilizada uma coluna de fase reversa octadecilsilano (C18 ou ODS) da
marca Rigol com tamanho de particula de 5 pm, comprimento de 250 mm e diametro

interno de 4,6 mm.

Figura 1 - Cromatdgrafo liquido Shimadzu.

Fonte: Autora (2021).

3.3.2 Otimizacdo das condi¢cdes cromatograficas

3.3.2.1 Testes

Foram realizados alguns testes a fim de obtermos as melhores condi¢cbes

para analise cromatogréafica do BPA e dos EFs. Entre estas condi¢des, temos: modo
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de eluicdo, comprimento de onda, solvente da fase moével e suas propor¢cbes de
composicao.

Para a realizacao da escolha do solvente da fase movel foram testados dois
solventes, o metanol (MeOH) e a acetonitrila (ACN). Desta forma, foram analisadas a
solugao multielementar do BPA e dos EFs, afim de que fossem observadas a melhor
separacao, e as solugdes individuais, para que fosse observada a ordem de eluicao
dos compostos e 0s seus respectivos tempos de retencdo, nessa etapa a
concentracdo das solugdes testadas foi de 1000 ug L e o fluxo da fase movel foi
mantido 1 mL mintem todas as etapas.

Para a escolha do solvente e determinacéo da composi¢ao da fase movel,
foram realizados alguns testes com o MeOH e a 4gua, onde o teste que apresentou
melhor perfil cromatografico foi empregando inicialmente a propor¢ao 80% de MeOH
e 20% de agua, e mantida essa composicado ao longo de 12 minutos, conforme esta
representado na Tabela 4. A solugcdo multielementar de concentragdo 1000 ug L

desse teste foi preparada em MeOH.

Tabela 4 - Programacéo de elui¢do da fase movel (MeOH/H20) no teste cromatogréfico.

Tempo (min) Solvente A, MeOH (%) Solvente B, H20 (%)
0 80 20
12 80 20

Fonte: Autora (2021).

Para iniciarmos os testes com a ACN, consultamos o0 nomograma da Figura
2, para selecionarmos a forca de eluicdo equivalente a composicdo da fase movel
80:20.(v/v) MeOH/H20, e identificamos que para ACN/H20 corresponde a proporgéo
de aproximadamente 75:25 (v/v).

Figura 2 — Nomograma para cromatografia em fase reversa.

Forga de Eluigao

—
v

I ACN
Pl LHNL
20 40 60 |80 100 MeOH
|

TTT T T 11 o
20 40 60 80 100

Volume (%) do solvente organico

A

Fonte: Adaptado de MEYER (2010).
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Portanto, o teste com ACN iniciou com a propor¢ao 75:25.(v/v) ACN/H20,

e foi mantida essa proporcéo até 12 minutos. Para a fase movel ACN/H20 o gradiente

de eluicdo testado esta representado conforme a Tabela 5. A solucdo multielementar

de concentracdo 1000 ug L desse teste foi preparada em ACN.

Tabela 5 — Programacéo de eluicdo da fase mdvel (ACN/H20) no teste cromatografico.

Tempo (min)

Solvente A, ACN (%)

Solvente B, H20 (%)

0
12

75
75

25
25

Fonte: Autora (2021).

A partir dos cromatogramas obtidos foram avaliados alguns comprimentos
de onda (A) e foi selecionado 198 nm que corresponde ao Amaxda banda de absorcéo
caracteristica dos analitos estudados. Foram testadas temperaturas do fornoa 35

°C e a temperatura ambiente.

3.3.2.2 Aperfeicoamento do método

Apds os testes iniciais as condi¢des estabelecidas para desenvolvimento e
validacéo do método foram fluxo 1mL.min-t, temperatura do forno 35 °C, solventes da
fase movel ACN/H20, eluigéo isocréatica e A = 198 nm. A composicao da fase movel

foi mantida em 70% ACN e 30% H20, como apresentado na Tabela 6.

Tabela 6 - Programacéo de elui¢cdo da fase movel (ACN/H20) no método cromatografico.

Tempo (min)

Solvente A, ACN (%)

Solvente B, H20 (%)

0
12

70
70

30
30

Fonte: Autora (2021).

3.3.3 Preparo da amostra para os estudos de validacao

As amostras foram obtidas no comércio de Fortaleza. Uma dessas

amostras de agua adicionada de sais foi selecionada para realizacdo dos estudos de

validagéo. A amostra foi filtrada utilizando filtro de PTFE 0,45 pm.
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3.3.4 Curvas analiticas

As curvas analiticas foram construidas por meio de padronizacdo externa
no solvente ACN e por padronizacdo externa com superposicdo de matriz (agua
adicionada (AA)). As curvas foram preparadas em 6 niveis de concentragcfes para o
BPA foi de 20, 35, 50, 75, 100 e 150 ug L e para os EFs foram 50, 75, 100, 150, 200
e 300 ug L.

3.3.4.1 Solvente

As solucdes padrdo para elaboracédo da curva analitica no solvente foram
preparadas a partir das solucdes estoque do BPA e dos EFs (item 3.2). A cada nivel
de concentracdo foram retiradas as aliquotas correspondentes, transferidas para
baldes volumétricos de 5 mL e aferidas com ACN. Foram preparadas 3 solucdes
individuais para cada nivel de concentracéo e posteriormente injetadas nas condices

estabelecidas no método aperfeicoado no item 3.3.2.2.

3.3.4.2 Matriz

As solucdes padréao da curva analitica na matriz foram preparadas a partir
das solucbes estoque do BPA e dos EFs (item 3.2). A cada nivel de concentracdo
foram retiradas as aliquotas correspondentes, transferidas para balées volumétricos
de 5 mL e aferidas com agua adicionada de sais. Foram preparadas 3 solucdes
independentes para cada nivel de concentracdo e posteriormente injetadas nas

condicdes estabelecidas no método aperfeicoado no item 3.3.2.2.
3.3.5 Validacédo do método
3.3.5.1 Seletividade
A seletividade permite avaliar, de forma incontestavel, os analitos de

interesse na presenca de outros compostos que podem interferir na sua determinacéo

em uma amostra complexa. A seletividade garante que o pico de resposta seja
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exclusivamente do analito de interesse, uma forma de obter € comparando o espectro
do pico do analito obtido na matriz da amostra com o espectro do pico obtido da
solucéo padrao em solvente, bem como a avaliacado dos tempos de retencéo obtidos
na matriz e no solvente (RIBANI et al., 2004).

Os analitos BPA e EFs foram injetados na concentracéo de 200 ug L tanto
em ACN, quanto na presenca da matriz (Agua adicionada de sais), obtendo os

cromatogramas e 0s espectros para posterior comparacao.

3.3.5.2 Linearidade/Faixa de Trabalho

Antes da verificagao de linearidade devemos verificar se existem valores
andmalos (em inglés, outliers) para cada nivel de concentracdo que pode ser feita
pelo teste de Grubbs aplicando a Equacao 1 (INMETRO, 2020).

Gecalculado= | Yi -Y | (1)

S
onde:
Yi = valor de sinal analitico (area ou altura) suspeito de ser anémalo;
Y = média do sinal analitico da triplicata investigada;
s = desvio padrdo do sinal analitico da triplicata investigada.

Considerando um nivel de significancia de 95%, temos duas hipéteses:

1) se Gecalculado > Grtabelado, O Valor suspeito ndo € significativo devendo ser

excluido;

2) se Gealculado < Gtabelado, O Valor suspeito é significativo devendo ser
mantido.

Gtabelado: G(y, n), onde, a € o nivel de significancia e n é o numero de
replicatas.

Apés a verificagdo de outliers, deve ser verificada a existéncia da
homocedasticidade dos dados, designando que a variancia dos erros experimentais é
constante. Constatada a existéncia da homocedasticidade, implica que o método dos
minimos quadrados ordinarios (MMQO) é adequado, pois existe uma relacdo linear

entre as variaveis e o0 modelo de regressao linear simples pode ser usado para obter
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a equacao da reta. A homocedasticidade pode ser verificada utilizando o teste de
Cochran, aplicando a Equacéo 2 (INMETRO, 2020).

2
Cealcutado™ Sméxz (2)
calculado p

onde:

s2 ., = maior valor de variancia de sinal analitico (4rea ou altura);

¥ s 2= média do sinal analitico da triplicata investigada;

s = desvio padréo do sinal analitico da triplicata investigada.

Considerando um nivel de significancia de 95%, temos duas hipoteses:

1) quando Cecaiculado < Ctabelado, aceita-se a homogeneidade das variancias,
tendo portanto respostas instrumentais homocedasticas e o MMQO é valido;

2) quando Cecalculado > Crabelado, rejeita-se a homogeneidade das variancias,
tendo portanto respostas instrumentais heterocedasticas e 0 MMQO néo é valido.

Ctabelado: C (n, p), N € 0 nUMero de replicatas executadas e p € o nimero de
niveis de concentracoes.

O procedimento de averiguacao da linearidade consiste na verificacdo de
sinais (y) obtidos em vérias injec6es cromatograficas em diferentes concentracdes (x).
A medicdo da proporcionalidade dos dados obtidos é feita através do MMQO que
encontra a reta que melhor representa o conjunto de dados (x,y) relativos ao
experimento. A partir desse conjunto de dados obtemos a que é o coeficiente linear
(ponto em que a reta que intercepta o eixo y) e b que € o coeficiente angular (inclinagéo
da reta), portanto essa reta pode ser representada conforme a Equacdo 3. A partir
desse conjunto de dados também calculamos o coeficiente de correlacao linear (r) que
exprime a relacéo as variaveis x e y quanto mais préximo do valor 1 mais intensa € a
correlagdo entre as variaveis (HARRIS, 2016). Segundo o INMETRO (2003) valores
maiores que 0,90 s&o aceitaveis para o coeficiente de correlacdo. As curvas no
solvente e na matriz foram preparadas em 6 niveis de concentragdes nos intervalos
descritos no item 3.3.4, em triplicata. A equacdo de regressdo linear simples esta
descrita na Equacdo 3, e deve ser acompanhada da analise estatistica, visando
garantir a qualidade da linearidade e da curva de calibragéo.
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®3)

y =a+ bx
onde:
y = representa o sinal analitico, podendo ser trabalhado em altura ou area do pico
cromatografico;
X = concentragdo do analito;
a = coeficiente angular (refere-se a inclinacao da reta);

b = coeficiente linear (refere-se ao intercepto no eixo y).

A faixa de trabalho é o intervalo entre a menor concentracdo quantificavel,
denominada Limite de Quantificacdo (LQ), e a maior concentragcdo do analito na
amostra para o qual o procedimento analitico tem preciséo, exatidao e linearidade em
niveis aceitaveis (ICH, 2005).

No teste t (Student) para os parametros de calibracéo, os valores de tcaiculado
sé@o comparados com 0 tiabelado. De acordo com as Equacdes 4 e 5, obtemos os valores

de tcalculado-

_]a-0] @
tcalculado, a— S
a

t — | b -1 |
calculado, b Sb (5)

onde: a = coeficiente angular
b = coeficiente linear
sa = desvio do coeficiente angular

spb = desvio do coeficiente linear

Considerando um nivel de significancia de 95%, temos duas hipéteses:

1) quando tcaiculado < ttabelado, O parametro de calibracdo € insignificativo
devendo ser excluido;

2) quando tcaculado > ttabelado, O parametro de calibracdo € significativo

devendo ser mantido na equacgéao da reta.
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E no teste F para andlise de regressao linear, Fcarcuado deve ser obtido
utilizando a Equacéo 6.

2
_Sméx

F= 2
S min

(6)

onde: smax= maior desvio padrdo obtido a partir das réplicas;

Smin = menor desvio padréo obtido a partir das réplicas.

Considerando um nivel de significancia de 95%, temos duas hipéteses:

1) se Fcalculado > Ftabelado, & regressao linear é significativa, ou seja, existe
relacdo linear entre 0s eixos x e y;

2) se Fcalculado < Ftabelado, NAO existe relacdo linear entre os eixos X e,

mesmo com um bom valor de R2.
3.3.5.2.1 Efeito matriz

De acordo com o INMETRO (2020), como podemos obter uma matriz isenta
do analito, ndo sera necesséario o teste F, realizaremos somente célculos estatisticos
para comparacao das inclinacfes das curvas de calibracdo no solvente e na matriz,
podemos avaliar a existéncia de efeito matriz (EM), com base na equacdo 7
(MARTINS, 2010).

(bm' bs) (7)

b, x 100

EM (%) =

Onde:
bm = coeficiente angular da curva na matriz;

bs = coeficiente angular da curva no solvente.

A existéncia do efeito matriz ndo é considerada para valores que estdo
contidos no intervalo de -10% < EM < 10%.

Caso haja efeito matriz a curva analitica deve ser preparada na matriz da
amostra e outros parametros de validacdo também deverdo ser avaliados na curva

preparada na matriz, evitando assim resultados equivocados do método proposto.
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3.3.5.3 Limite de Deteccédo (LD) e Limite de Quantificacédo (LQ)

Limite de deteccéo € a menor quantidade de analito que pode ser detectada
e pode ser estimado a partir da curva analitica, utilizando a Equacdo 8. Quando o
branco néo produz sinal, podemos utilizar o valor do desvio padrédo do menor nivel de

concentracéo da curva.

LD=33 E (8)

onde: s = desvio padréao da resposta do branco nas 6 replicatas medidas;

b = coeficiente angular da curva analitica.

Limite de quantificacdo € a menor quantidade de analito que pode ser
quantificada com precisdo e exatiddo satisfatérias e pode ser estimado a partir da
curva analitica, utilizando a Equacgéo 9 (INMETRO, 2020).

=102 (9)
LQ=10 -

onde: s = desvio padrao da resposta do branco nas 6 replicatas medidas;

b = coeficiente angular da curva analitica.
3.3.5.4 Exatidao

A exatidao revela o grau de concordancia entre os resultados encontrados
em um determinado experimento e um valor de referéncia tido com verdadeiro. Deve
ser considerada dentro de certos limites a certo nivel de confianca (RIBANI et al.,
2004). Para avaliar a exatiddo foram realizados ensaios de recuperacdo em trés niveis
de concentragdes diferentes 20, 50 e 150 ug L para o BPA e 50, 100 e 300 ug L™
para o BBP e DBP com 6 replicatas independentes para cada concentracéo, o critério
de aceitacdo esta compreendido no intervalo de 80 a 110% (INMETRO, 2020). A

recuperacgédo € calculada a partir da Equacéo 10.
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C-C
Recuperacdo (%)= ( 1C 2>><100 (10)
3

onde: Ci1= concentracdo do analito na amostra fortificada;
C2= concentracao do analito na amostra néo fortificada,;

Cs= concentracao do analito adicionado a amostra fortificada.
3.3.5.5 Precisao

A precisdo evidencia o grau de dispersao entre uma série de medidas
obtidas a partir de solu¢gdes independentes para a mesma amostra. A repetitividade
foi escolhida para avaliar a precisdo. Medi¢des consecutivas do mesmo método, sob
as mesmas condicdes. A repetitividade € expressa pelo coeficiente de variacédo (CV),
representado na Equacdo 11. Para avaliar a precisdo foram realizadas andlises em
trés niveis de concentragdes diferentes 20, 50 e 150 ug L para o BPA e 50, 100 e
300 ug L para o BBP e DBP com 6 replicatas independentes para cada nivel de
concentracdo, o critério de aceitacdo € de até 11% para niveis de até 1000 pg L
(INMETRO, 2020).

11
CV (%)= @)MOO 4

onde: s = desvio padréo das concentracdes das n replicatas medidas;

C = concentracdo média das n replicatas medidas.

A precisao intermediaria também foi realizada, nas condi¢cdes de analistas
e dias diferentes, mesmos equipamento e amostra. O desvio padrdo da precisao
intermediaria é a dispersdo mais confiavel do método, podendo ser utilizado para o
calculo da incerteza de medicdo. Para avaliar se os diferentes analistas sdo
considerados estatisticamente semelhantes, os resultados foram comparados
utilizando a ANOVA (INMETRO, 2020).



35

3.3.6 Aplicacdo do método em amostras reais
As amostras foram obtidas no comércio de Fortaleza e foram filtradas
utilizando filtros de PTFE 0,45 um. Na tabela 7, temos os respectivos codigos

adotados e as datas de validade de cada amostra.

Tabela 7 — Amostras adquiridas.

Amostra (codigos) Data de Vencimento
AAY 19/10/2021
AAS: 1510/2021
AAC 29/09/2021
AAl 13/05/2020
AAS: 18/04/2020

Fonte: Autora (2021).
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4 RESULTADOS
4.1 Aperfeicoamento das condi¢cdes cromatograficas
4.1.1 Testes

Nos testes preliminares ao realizar as injecdes das solucdes
monoelementares, o tempo de retencdo obtido para o BPA foi de 2.6 min, para o BBP
6.3 min e DBP 6.6 min, sendo assim obtivemos a seguinte ordem de eluicdo BPA,
BBP e DBP. Quanto maior o coeficiente de particdo, menor sera a polaridade de um
composto. Como em cromatografia de fase reversa a fase estacionaria tem menor
polaridade do que a fase modvel, podemos esperar que o DBP tenha a menor
polaridade entre os compostos estudados, o que pode ser corroborado pelo alto valor
do coeficiente de particao.

No teste utilizando a solugdo multielementar de 1000 g L** dos compostos
estudados com a composicdo MeOH e agua como fase moével, o perfil cromatografico
nao foi satisfatério apresentando coeluicdo dos compostos BBP e DBP, como

mostrado na Figura 3.

Figura 3 - Cromatograma utilizando MeOH/H20 como fase mével.

Intensidade
(AU)
25000 - BPA
MeOH/H20

(80:20)
20000 -

15000 -
BBP
10000 1 | H |

| | DBP

5000 A

' Tempo
(min)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Fonte: Autora (2021).
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Tanto no teste do MeOH quanto no teste da ACN como fase moével, a
solucao injetada foi solubilizada no respectivo solvente testado como fase movel, a
fim de minimizar problemas de distor¢des no formato dos picos por conta de diferentes
forcas de eluicao.

No teste utilizando a composi¢do 75% ACN e 25% agua como fase movel,
utilizando a solugdo multielementar de 1000 ug L' dos compostos estudados
preparada em ACN, apresentou um melhor perfil cromatografico com uma boa
resolucdo, ndo ocorrendo, portanto, coeluicdo de nenhum dos analitos estudados
como podemos observar na Figura 4. No entanto, quando comparado com o resultado
do teste anterior, o tempo de retencao foi maior para o BPA correspondendo a 3.2

min, BBP e DBP os tempos de reten¢éo foram 8.5, 9.4 min, respectivamente.

Figura 4 - Cromatograma utilizando ACN/H20 como fase mdvel.

Intensidade
(AU

55000 1 BPA ACN/H,0
50000 - H (75:25)
45000 A
40000 A
35000
30000 (i

25000 - | BBP
20000 ] SBP
15000 - | |
10000 - .

5000

O T T/‘_/M \k\l — \‘I T T T T T T - - T

' Tempo
(min)

Fonte: Autora (2021).

4.1.2 Método aperfeicoado

Como obtivemos boa resolugdo com a composicdo da fase movel
ACN/H20, otimizamos o0 método de forma que o tempo de analise fosse reduzido e a
melhor condigédo de eluigdo isocratica 70% ACN e 30% H20 foi obtida, utilizando a
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solugdo de 200 ug L*de BPA e 400 ug L' de BBP e DBP dos compostos estudados
preparada em ACN, onde obtivemos boa separacdo dos compostos BBP e DBP
conforme mostrado na Figura 5. Os tempos de retencéo obtidos foram para o BPA
3.5, BBP 8.8 e DBP 9.7 min. Sendo assim a condi¢cdo de eluicdo isocratica utilizada

para 0s parametros a seguir.

Figura 5 - Cromatograma do método otimizado utilizando ACN/H20 como fase movel.

Intensidade
(AV)

17500 -
‘ ACN/H,0

15000 - “ (70:30)

12500 -
10000 - “ ;‘
7500 A | f i DE%P
5000 - | |

2500 -~

0 1 B B g N o

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Fonte: Autora (2021).

4.2 Validacdo do método

4.2.1 Seletividade

O detector UV/Vis com arranjo de fotodiodos nos fornece o espectro de 190
a 800 nm. A partir da injecéo da solucdo padrédo de BPA, BBP e DBP em ACN e na
matriz obtivemos o comprimento de onda de 198 nm, que foi a maior absorgcao
apresentada para a maioria dos 3 analitos estudados, como podemos visualizar a
partir da Figura 6, com espectros muito similares. Portanto, este foi o comprimento de

onda utilizado nos experimentos deste trabalho.



Figura 6 — Espectros de absorbancia dos compostos.
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Fonte: Autora (2021).
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Intensidade
(mAU)

11,00 -

198 nm

7
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186 220 254 288 322 356 390
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Os cromatogramas correspondentes aos espectros apresentados

anteriormente,

apresentaram grande similaridade com

tempos de retencao

equivalentes tanto no solvente quanto na matriz, como podemos observar nas Figuras

7 e 8.

Figura 7 - Cromatograma obtido utilizando a solug&o preparada em ACN.
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Figura 8 - Cromatograma obtido utilizando a solu¢éo preparada na matriz.
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Fonte: Autora (2021).
Dada a grande semelhanca dos espectros e dos cromatogramas obtidos o

método demonstrou ser altamente seletivo para os compostos estudados.
4.2.2 Linearidade

Utilizando o teste de Grubbs para a verificagdo da presenca de outliers nas
replicatas, quando Gecalculado > Gtabelado, t€mMOS a presenca de outlier e esse valor
identificado como anémalo, devera ser eliminado dos célculos nos parametros de
validag&o. Na curva preparada no solvente ACN foi identificado a presenca de 1 outlier
em uma replicata na concentracdo de 100 ug L' de BPA. Na curva preparada na
matriz foi identificado a presenca de 1 outlier em uma replicata na concentracao de
75 ug L de BBP.

Utilizando o teste de Cochran, para verificar a hipétese de igualdade das
variancias, homocedasticidade. A partir das variancias obtidas para cada nivel de
concentracdo, a maior variancia obtida € comparada com todas as outras variancias
obtidas. Determinando Cecaiculado € comparando Ctabelado, quando Ctabelado >
Cecalculado, temos que a variancia dos erros experimentais € constante, sendo assim
homocedasticos, portanto a aplicacdo do MMQO é valida para o conjunto de dados
testado. Nas Tabelas 8 e 9, temos a analise de homocedasticidade para as curvas de

cada analito no solvente e na matriz.
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Tabela 8 — Teste de homocedasticidade para os analitos no solvente.
Solvente (ACN)

Analito Homocedasticidade Resultado (teste de Cochran)
BPA Ciabelado > Cealculado Respostas instrumentai§ homocedasticas —
0,616 > 0,547 MMQO VALIDO
BBP Ciabelado > Cecalculado Respostas instrumentai§ homocedasticas —
0,616 > 0,476 MMQO VALIDO
DBP Ctabelado > Cecalculado Respostas instrumentais homocedasticas —
0,616 > 0,322 MMQO VALIDO

Fonte: Autora (2021).

Tabela 9 — Teste de homocedasticidade para os analitos na matriz.

Matriz (AA)
Analito Homocedasticidade Resultado (teste de Cochran)

BPA Ciabelado > Cecalculado Respostas instrumentaig homocedasticas —
0,616 > 0,290 MMQO VALIDO

BBP Ciabelado > Cecalculado Respostas instrumentais homocedasticas —
0,616 > 0,456 MMQO VALIDO

DBP Ciabelado > Cecalculado Respostas instrumentais homocedasticas —
0,616 > 0,326 MMQO VALIDO

Fonte: Autora (2021).

As equacbes da reta obtidas pelo método das minimos quadrados
ordinarios, para cada analito no solvente estdo descritas na Tabela 10 e para cada

analito na matriz estdo representadas na Tabela 11.

Tabela 10 — Equag8es da reta para analito em ACN.

Solvente (ACN)

Intervalo linear (ug

Analito Equacéo (y =a + bx) r L)
BPA y = - 1200,30+ 360,05x 0,9899 20 - 150
BBP y = 798,30 + 259,69x 0,9978 50 - 300
DBP y = 2206,20 + 193,53x 0,9789 50 - 300

Fonte: Autora (2021).
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Tabela 11 - Equacdes da reta para analito na matriz.

Matriz (AA)
Analito Equacéo (y = a + bx) r IntervanL_Il|)near (g
BPA y =1207,32 + 339,38x 0,9967 20 - 150
BBP y =1114,67 + 241,07x 0,9982 50 - 300
DBP y =1239,77 + 171,75x 0,9982 50 - 300

Fonte: Autora (2021).

Os coeficientes de correlagcéo obtidos na matriz e no solvente estéo todos
acima de 0,90, e, portanto, condizentes com a recomendac¢édo do INMETRO. Ainda
que altos valores de r sejam obtidos, existe a possibilidade que apresentem erros
determinados, portanto, testes estatisticos sdo necessarios para confirmacdo da

relacao linear entre x e y.

4.2.2.1 - Teste de validacdo da analise de regressao linear (significancia da

regressao)

A aplicagdo do teste F serve para verificar se o0 modelo linear simples é
adequado. Na Tabela 12 sédo apresentados os resultados referentes ao teste F para

0S compostos no solvente e a matriz.

Tabela 12 - Teste de linearidade das curvas analiticas preparadas no solvente e na matriz.

Linearidade
Analito Curva no solvente Teste F Curva na matriz Teste F

Fcalculado 2 Ftabelado . T Fcalculado 2 Ftabelado . I

BPA 456.64 > 4,49 significante 28.03 > 4.49 significante
Fcalculado 2 Ftabelado . e Fcalculado 2 Ftabelado . )

BBP 33.97 > 4,49 significante 54293.01 > 4.49 significante
Fcalculado 2 Ftabelado . e Fcalculado = Ftabelado . g

DBP 37.38 > 4.49 significante 6,51 > 4,49 significante

Fonte: Autora (2021).

A regressao é significativa quando Fcalculado € maior do que 0 Frabelado,

indicando a existéncia de relacdo linear entre as varidveis x e y. Tanto no solvente
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quanto na matriz, o teste F para todos compostos foram todos significativos
demonstrando que o modelo linear simples é adequado.

4.2.2.2 - Teste de significancia dos parametros de calibragcéo

Nas tabelas 13 e 14 estdo os resultados da analise estatistica dos
pardmetros das curvas no solvente e na matriz, respectivamente. Nas curvas no
solvente todos os coeficientes lineares foram insignificantes. Nas curvas na matriz os
coeficientes lineares foram insignificantes para o BBP e DBP e somente o BPA
apresentou significancia para os coeficientes linear e angular. Com 95% de

significancia, para o BPA em ACN e para o BBP em AA que tiveram uma replicata

eliminada o valor de tabelado fOi 2,101 e para os demais o valor de ttabelado foi 2,093.



Tabela 13 - Resultados do teste estatistico de significAncia dos parametros das curvas de calibracéo preparada no solvente.
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Solvente
Coeficiente linear Coeficiente angular
Composto Curva analitica
a Sa tealc.a Teste t b Sb tealc,b Teste t
BPA -1200,30 1037,18 -1,15 tea<tw  Insignificante 360,05 12,52 28,68  tca> twab significante y = 360,05x
BBP 798,30 759,55 1,05 tta<tap  Insignificante 259,69 4,38 59,10  tca> twab significante y = 259,69x
DBP 2206,20 1704,66 1,29 tca<tap  Insignificante 193,53 10,11 19,05 ta>twmw  significante y =193,53x

Fonte: Autora (2021).

Tabela 14 - Resultados do teste estatistico de significancia dos pardmetros das curvas de calibragédo preparada na matriz.

Matriz
Coeficiente linear Coeficiente angular
Composto Curva analitica
a Sa tealc,a Testet b Sp tealc,b Teste t
BPA 1207,32 513,85 2,35  tear> tap Significante 339,38 6,12 55,26  tca>tan  Significante y = 1207,32 + 339,38x
BBP 1114,67 627,31 1,77 teal < ttab Insignificante 241,07 3,74 64,18  ftca> ttab significante y =241,07x
DBP 1239,77 440,71 2,81  tea >t Significante 171,75 2,61 65,34 ta>twp  significante y =1239,77 + 171,75x

Fonte: Autora (2021).
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4.2.2.3 Efeito matriz

Comparando das inclina¢des das curvas de calibracao obtidos no solvente
e na matriz, podemos avaliar a existéncia de efeito matriz, conforme apresentado na
Tabela 15.

Para os analitos BPA e BBP n&o ocorrem efeito matriz. Para o DBP existe
efeito matriz. Os parametros de validacao posteriores foram preparados na matriz. Os
resultados de efeito matriz para cada composto podem ser corroborados pelas Figuras
9,10 e 11 e pela Tabela 15.

Tabela 15 — Valores de recuperacgéo obtidos para cada composto estudado.

Efeito Matriz

Analito EM calculado Intervalo Conclusao
BPA -5,74 Nao existe efeito matriz
BBP -71,72 -10a 10 N&ao existe efeito matriz
DBP -12,68 Existe efeito matriz

Fonte: Autora (2021).

Figura 9 — Curvas no solvente e na matriz para o BPA.

Area do pico BPA
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20000 - et aMatiz
10000 &+ ‘ ° Equacéo da reta, BPA na matriz (AA)
y =1207,32 + 339,38x
r=0,9967
0 T T T T T T T 1
20 40 60 80 100 120 140 160

Concentragéo (ug L)

Fonte: Autora (2021).
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Figura 10 — Curvas no solvente e na matriz para o BBP.

Area do pico BBP

90000 5 E d BBP no solvente (ACN)
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Concentragdo (ug L?)

Fonte: Autora (2021).

Figura 11 - Curvas no solvente e na matriz para o DBP.
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Fonte: Autora (2021).
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4.2.3 Limite de Deteccéao (LD) e limite de Quantificagdo (LQ)

Os LD’s e LQ’s foram obtidos por estimativa a partir da curva analitica e
calculados de acordo com o subitem 3.3.5.3. Como o branco ndo gerou sinal, foi

adotado o valor de s, o valor do desvio padrdo do menor nivel de concentracdo. Na

tabela 16 podemos observar os LD’s e LQ’s estimados.

Tabela 16 — Valores de LD’s e LQ’s obtidos para cada composto estudado.

Analito LD (ug L) LQ (ng LY
BPA 3,96 13,08
BBP 6,41 21,16
DBP 12,63 41,68

Fonte: Autora (2021).

4.2.4 Exatidao

Na tabela 17 podemos observar que de modo geral, os niveis de
recuperacado variaram de 98,57 a 106,91%, atendendo ao intervalo de aceitacdo do
INMETRO que é de 80 a 110%. Para todos os analitos foram obtidos valores
aceitaveis de recuperacdo em todos os niveis de concentracdo estudados, portanto o

método tem exatidao aceitavel.

Tabela 17 — Valores de recuperacgédo obtidos para cada composto estudado.

Recuperacao (%)

BPA
Nivel de Fortificacdo (ug L™?) Critério de
20 50 150 Aceitacao (%)
102,93+ 3,04 101,64 £ 1,29 100,59 + 4,18 80-110
BBP
Nivel de Fortificagdo (ug L™?) Critério de
50 100 300 Aceitac&o (%)
103,33+ 2,13 106,91 + 2,64 104,10 £ 4,94 80— 110
DBP
Nivel de Fortificacdo (ug L™?) Critério de
50 100 300 Aceitacdo (%)
98,57+ 9,07 100,46 + 4,73 100,22 + 2,97 80 -110

Fonte: Autora (2021).
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4.2.5 Precisao

A precisdo do método foi avaliada por meio da repetitividade, bem como
pela precisdo intermediaria. Na tabela 18 podemos observar os dados de
repetitividade com medidas realizadas pelo mesmo analista, no mesmo dia, de forma
consecutiva, em que o menor valor obtido de CV (1,29%) foi para o BPA na
concentracdo de 50 yg L. E o maior valor obtido de CV (9,07%) foi para o DBP no
menor nivel de concentracdo 50 ug L. Para todos os analitos foram obtidos valores
aceitdveis em todos os niveis de concentracdo, portanto o método possui precisdo

satisfatoria.

Tabela 18 - Valores de repetitividade obtidos para cada composto estudado.

Repetitividade

BPA
Coeficiente de Variacéo

Critério de Aceitacao

Concentragéo (ug L)

(%0)

(%0)

20 3,04
50 1,29 11,00
150 4,18

BBP

Concentragdo (ug L)

Coeficiente de Variacéo

(%)

Critério de Aceitagao
(%)

50 2,13
100 3,19 11,00
300 5,20

DBP

Concentragéo (ug L)

Coeficiente de Variacao

Critério de Aceitacao

(%) (%)
50 9,07
100 4,73 11,00
300 2,97

Fonte: Autora (2021).

A preciséo intermediaria foi avaliada mediante o coeficiente de variagao
(CV) calculado com base no desvio padrédo combinado dos dois conjuntos de medidas
obtidos por analistas diferentes em dias distintos. Na tabela 19 podemos observar os
valores de CV obtidos utilizando a ANOVA. Podemos observar que todos os valores

de Fcalculado foram menores que o valor de Frabelado, €Xpressando a proximidade entre
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os resultados obtidos pelos analistas, sendo, portanto, rejeitada a hipétese do fator

analista ser consideravel.

Tabela 19 - Valores de CV’s obtidos para cada composto estudado.

Precisédo Intermediaria

BPA
Concentragéao
L Fcal Ftab Teste F
(ug L)
20 -0,0241 4,965 insignificante
50 -0,0003 4,965 insignificante
150 3,7787 4,965 insignificante
BBP
Concentracéao
L teal tiab Teste t
(ug L)
50 -0,0251 4,965 insignificante
100 -0,0113 4,965 insignificante
300 0,9111 4,965 insignificante
DBP
Concentracéao
L teal tiab Teste t
(ug L)
50 -0,0576 4,965 insignificante
100 -0,0077 4,965 insignificante
300 2,2859 4,965 insignificante

Fonte: Autora (2021).

4.2.6 Aplicacdo do método em amostras reais e comparacdo com dados da

literatura

As amostras foram obtidas em bairros da periferia e do Centro de Fortaleza
foram filtradas e analisadas utilizando o método desenvolvido. Todas as amostras
analisadas encontram se abaixo do limite de detecg¢ao, conforme demonstrado na
tabela 20. Apesar do método desenvolvido nesse trabalho ter melhores LD e LQ do
gue outros meétodos ja desenvolvidos e reportados na literatura, conforme esta
descrito na tabela 21, ndo foi encontrado nenhum dos analitos estudados com valores

acima do LD.



Tabela 20 — Resultados das andlises das amostras.

Amostra
AAY AAS; AAC AAl AAS;
Analito Concentracdo (ug L1
BPA < LD <LD <LD <LD < LD
BBP <LD <LD <LD <LD < LD
DBP < LD <LD <LD <LD < LD

Fonte: Autora (2021).
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Na Figura 12 observamos o perfil cromatografico apresentado para as

amostras analisadas, onde fica evidenciado a auséncia dos picos dos analitos

estudados. Na Figura 13 observamos o perfil cromatografico apresentado para as

amostras analisadas com a adicdo da menor concentracao utilizada na validacédo do
método, 20 ug Lt de BPA, 50 ug L' de BBP e 50 ug L de DBP, onde fica evidenciado

a presenca dos picos dos analitos estudados.

Figura 12 - Cromatograma da amostra utilizando ACN/H20 como fase movel.

Intensidade
(AU)

6000 -
5000 1 Amostra
4000 -
3000 A
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0 i
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Fonte: Autora (2021).



Figura 13 - Cromatograma da amostra com a adi¢cdo dos analitos na menor concentracéo

estudada utilizando ACN/H20 como fase mével.
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Fonte: Autora (2021).

A tabela 21 apresenta alguns artigos que analisaram um ou mais dos
analitos estudados nesta dissertacéo. Deve ser ressaltado que os valores de LD e LQ
dependem tanto das condi¢cdes analiticas quanto da instrumentacdo utilizadas
(LORENZ et al., 2014).
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Tabela 21 — Comparacéo de métodos instrumentais usados para analises de BPA, BBP e DBP através de HPLC que analisaram amostras de agua engarrafada.

Analito Detector Extracéo LOD (ug.LY) LOQ (ug.L D) Referéncia
BPA; BBP; DBP DAD Nenhuma 4,30; 6,24; 14,98 14,19; 20,59; 49,45 Este estudo
BBP VWD IL-CIA-DLLME 1,36 NR Zhang; Chen e Jiang (2011)
BBP; DBP DAD MSPE 0,14, 0,12 0,5;0,4 Liu et al. (2015)
BPA DAD Nenhuma 80 150 Radu et al. (2016)
BBP; DBP MS cSPME 0,07; 0,12 0,22; 0,40 Cheng e Chang (2016)
DBP UV/Vis SPE 2,40 7,900 Salazar-Beltran et al. (2017)
BPA DAD SPME 0,20 NR Mohammadnezhad et al. (2017)

Barciela-Alonso, Otero-Lavandeira e

BBP; DBP MS MIP-SPE 0,16; 0,84 0,55; 2,81 _
Bermejo-Barrera (2017)

BBP: DBP MS/MS NR 0,20; 0,20 0,64; 0,60 Surhio et al. (2017)

DBP UV/Vis MISPME 3,0 10,0 Soheilifar et al. (2018)
BBP; DBP MS/MS M-uDSPE NR 6,0 x103; 11,0 x103 Santana-Mayor et al. (2018)

BPA UV/Vis SBSE 0,02 0,06 Gorji, Bahram e Biparva (2019)
BBP; DBP UV/Vis MSPE 1,03 x10%; 0,659 x103 3,42 x10%; 2,2 x102 Yin et al. (2019)

BPA MS/MS SPE 0,01 0,04 Alammari, Khan e Agel (2020)
BBP; DBP uv DLLME 6,9;7,2 23,0; 24,0 Ortega-Zamora et al. (2020)

Fonte: Autora (2021).

VWD: detector de comprimento de onda variavel; DAD: detector com arranjo de diodos; UV/Vis: detector de comprimento de onda duplo ultravioleta/visivel; MS: detector de
massa; MS/MS: detector de massas do tipo triplo quadrupolo;

IL-CIA-DLLME: microextracao liquido-liquido dispersiva baseada em agregacgao induzida por frio de um liquido i6nico; MSPE: extracdo em fase soélida magnética; cSPME:
microextracéo capilar em fase sélida; SPE: extracdo em fase sdlida; SPME: microextracdo em fase sdlida; MIP-SPE: extracdo em fase soélida baseada em polimero com
impressdo molecular; MISPME: microextracdo em fase solida molecularmente impressa; M-UDSPE: extragdo em fase sélida microdispersiva com base magnética; SBSE:
extracdo sorptiva com barra de agitagdo; DLLME: microextracao liquido-liquido dispersiva;

ND: néo reportado.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Nos testes iniciais, a ACN como fase movel apresentou melhores
condicbes de andlise dos analitos. A otimizacdo do método cromatografico foi
satisfatoria, diante da boa separacdo dos compostos.

A seletividade do método foi comprovada por meio dos espectros e dos
tempos de retencdo no solvente e na matriz, pois através dessas informacfes 0s
compostos estudados séo eficientemente identificados.

Os coeficientes de correlacdo obtidos para todos os compostos foram
aceitaveis. Por meio de testes estatisticos foram testadas a significancia da regressao
e 0s parametros a e b. Ocorreu efeito matriz para o DBP, portanto devemos utilizar
solucBes preparadas na matriz e consequentemente devemos utilizar as equacoes da
reta obtidas para os compostos preparados na matriz.

O método foi desenvolvido com éxito, pois os parametros estudados foram
todos aceitaveis. Comparado a literatura o método desenvolvido superou o
desempenho de métodos ja estabelecidos em outros trabalhos, pois obteve melhores

LD e LQ. Os analitos nao foram detectados nas amostras analisadas.
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