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RESUMO

Desreguladores enddcrinos (endocrine disrupting chemicals - EDC) séo substancias que
causam disfuncdo no sistema enddcrino de homens e animais e estdo presentes em
muitos alimentos. Estes compostos sdo encontrados em baixas concentragdes, portanto,
técnicas analiticas com alta sensibilidade sdo requeridas para sua quantificacdo. Neste
trabalho foram desenvolvidos métodos cromatograficos para andlise de alquilfendis e
plastificantes, substancias suspeitas de serem desreguladores enddcrinos, em amostras
de alimentos e seus metabdlitos e bisfenol A em amostras de urina. Amostras de carne
de frango, simulante de alimentos e vegetais foram analisadas em estudos de migragéo
de plastificantes de recipientes plasticos para o alimento. Foram desenvolvidos e
validados métodos de andlise utilizando cromatografia gasosa e microextracdo em fase
solida. A andlise da migracdo de plastificantes foi feita inicialmente para avaliar se o
processo de aquecimento de recipientes plasticos em fornos domésticos com radiagdo
micro-ondas causa a migracdo de plastificantes para o alimento. Um novo método
empregando microextracdo em fase sélida com fibra resfriada por nitrogénio liquido
(CF-SPME) e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas foi
desenvolvido e validado. Para avaliar a migracdo de plastificantes, recipientes plasticos
novos e com prolongado tempo de uso foram preenchidos com agua ultrapura (utilizada
como simulante de alimentos) e aquecidos em um forno de micro-ondas doméstico em
diferentes periodos de tempo e diferentes niveis de poténcia. O plastificante
dibutilftalato foi encontrado nas amostras analisadas. Em geral, um aumento na
migracdo foi observado em recipientes com prolongado tempo de uso quando
submetidos a maiores tempos de aquecimento. A CF-SPME também foi utilizada para
avaliar a migracdo de plastificantes para carne de frango assada em sacos plasticos
quando esta foi submetida a aquecimento em forno convencional. As amostras de
temperos, que sdo vendidas juntamente com os sacos plasticos, também foram
avaliadas. Os plastificantes diisobutilfatalato e dibutilftalato foram encontrados em
amostras de tempero e de carne de frango temperada. A analise de alquilfendis e
plastificantes também foi avaliada em vegetais comercializados congelados. Para tal,
um método utilizando microextragio em fase sélida e cromatografia a g@as

bidimensional abrangente com detector por ionizacdo em chama (GCxGC-FID) foi



desenvolvido e validado. Os compostos foram analisados em amostras de cenoura,
batata e milho. Os compostos tert-octilfenol, dibutilftalato e benzilbutilftalato foram
encontrados em amostras de cenoura e o composto dibutilftalato foi encontrado em uma
amostra de milho. A avaliacdo de plastificantes em alimentos mostrou as possiveis
fontes de contaminacdo humana alimentar por estes compostos, mas ndo sua exposicao.
Para que a exposicdo aos plastificantes fosse avaliada, amostras bioldgicas foram
analisadas. Os metabdlitos de plastificantes e bisfenol A foram determinados em
amostras de urina de mulheres. Foi desenvolvido e validado um método de anélise de
metabolitos de plastificantes e bisfenol A utilizando microextracdo em fase liquida e
cromatografia gasosa acoplada & espectrometria de massas. Os metabdlitos foram
encontrados em diferentes concentraces nas amostras de urina. Um estudo de avaliagéo
da relacdo entre plastificantes, bisfenol A e endometriose também foi feito. O estudo
mostrou que ndo existe uma relacdo entre a concentracdo de metabdlitos de
plastificantes e bisfenol A em urina e a presenga de endometriose em mulheres quando

0s metabdlitos foram comparados com testes de comparacao de mediana.

Palavras-chave: Alquilfendis, Plastificantes, Cromatografia Gasosa, Cromatografia
Gasosa Bidimensional Abrangente, Microextracdo em Fase S6lida com Fibra Resfriada,

Microextracdo em Fase Liquida



ABSTRACT

Development of Chromatographic Methods for Analysis of Plasticizers, Alkylphenols

and its Metabolites in Food and Urine

Endocrine disrupting chemicals (EDC) are present in many foods, they are substances
that produce endocrine dysfunction in men and animals. These compounds are found in
very low concentrations, high sensitivity analytical techniques are required for their
quantification. This work presents the development of chromatographic methods for
analysis of alkylphenols and plasticizers in food and bisphenol A e plasticizers
metabolites in urine samples. Samples of chicken, vegetables and food simulants were
analyzed in migration studies of plasticizers from plastic containers to food. It was
developed and validated methods to analyze plasticizers using gas chromatography and
solid phase microextraction. The study of plasticizers migration of was initially made to
evaluate if the process of heating plastic containers in microwave ovens cause the
migration of plasticizers for food. A new method using solid-phase microextraction
with cooled fiber by liquid nitrogen (CF-SPME) with determination by gas
chromatography coupled to mass spectrometry was developed and validated. To
evaluate the migration of plasticizers, new plastic containers and long-term used
containers were filled with ultrapure water (used as food simulant) and heated in
domestic microwave at different periods of time and different power levels. The
plasticizer dibutyl phthalate was found in the samples. In general, an increase in
migration was observed in containers with long-term use in larger heating times. The
CF-SPME was also used to evaluate the migration of plasticizers to roast chicken in
plastic bags using a conventional oven. The samples of spices, which were sold together
with plastic bags was also evaluated. The plasticizers diisobutylphatalae and
dibutylphthalate were found in samples of spice and meat spiced chicken. The
alkylphenols and plasticizers migration was also evaluated in marketed frozen
vegetables. For such, a method using solid phase microextraction and comprehensive
two-dimensional gas chromatography with flame ionization detector (GC x GC-FID)

was developed and validated. The compounds were analyzed on samples of carrot,

Vi



potato and corn. The compounds tert-octylphenol, dibutylphthalate and
benzylbutylphthalate were found in samples of carrot. The dibutylphthalate was found
in one corn sample. The evaluation of plasticizers in food showed the possible sources
of human contamination by these compounds, but not their exposure. Thus, for
evaluation of plasticizers exposure biological samples were analyzed. Bisphenol A and
plasticizers metabolites were determined in women urine samples. It was developed and
validated a method for the analysis of bisphenol A and plasticizers metabolites using
liquid phase microextraction and gas chromatography coupled to mass spectrometry.
The metabolites were found at different concentrations in the urine samples. An
evaluation study of the relationship between endometriosis and bisphenol A and
plasticizers was also realized. The study showed that there is not a relationship between
the concentration of bisphenol A and plasticizers metabolites in urine and the presence

of endometriosis in women when the metabolites were compared.

Keywords: Alkylphenols, Plasticizers, Gas Chromatography, Compreensive Two-
dimensional Gas Chromatography, Cold Fiber - Solid Phase Microextraction, Liquid

Phase Microextraction
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CAPITULO 1: INTRODUCAO

O desenvolvimento tecnoldgico para preservacdo dos alimentos fez surgir nos
ultimos anos diversos tipos de embalagens. Elas, contém compostos organicos capazes de
acrescentar caracteristicas especificas desejaveis a preservagdo e preparo do alimento e ao
mesmo tempo, estar associados a fatores de risco a salde de popula¢Ges que consomem
esses alimentos. Embalagens e utensilios que suportam temperaturas elevadas e outras
condicdes extremas de uso surgem como alternativa as embalagens tradicionais. Contudo,
estas condi¢cBes extremas podem tornar estes produtos mais susceptiveis a liberacdo de
compostos organicos, presentes em sua composicdo, para o alimento. Alguns compostos
organicos presentes em embalagens plasticas e utensilios domésticos sdo suspeitos de
causarem danos a saude de homens e animais. Os alquilfendis, o bisfenol A e os
plastificantes sdo suspeitos de serem endocrine disrupting chemicals - EDC. Neste estudo
o termo desreguladores enddcrinos endécrinos foi adotado como sinénimo de EDC.
Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (WHO — World Health Organization) “um
desregulador endocrino é uma substancia ou mistura exdégena que altera uma ou mais
funcBGes do sistema enddcrino e consequentemente causa efeitos adversos a salde no
organismo intacto, ou sua descendéncia, ou sub-populag¢bes” (IPCS/WHO 2002).
Compostos classificados como EDC estdo presentes em cosméticos, praguicidas,
surfactantes, plasticos em geral e outros produtos utilizados pelo homem. Em 2000, a
Unido Européia estabeleceu uma lista de 562 compostos suspeitos de causarem disfuncao
no sistema enddcrino. Estes compostos podem ser divididos em diferentes classes tais
como, ftalatos, alquilfendis, retardantes de chamas, agrotéxicos, dentre outros. Os
compostos abordados no presente trabalho sdo suspeitos de serem EDC e sdo amplamente
estudados devido as concentragbes em que sdo encontrados em alimentos, amostras

bioldgicas e ambientais.

O bisfenol A (BPA) é um monomero utilizado principalmente na producdo de
policarbonatos e resinas epdxidas. Estes policarbonatos sdo comumente empregados em
embalagens de alimentos e bebidas, brinquedos, e outros produtos (USEPA 2001). Outras
aplicacdes incluem seu uso na producdo de resinas de poliéster, poliacrilatos, polieteramida
e resinas polisulfonas (Lintelmann, Katayama et al. 2003; Erickson 2008). BPA também
pode ser utilizado como antioxidante na producdo de policloreto de vinila (USEPA 2001).

A ampla utilizacdo de polimeros que possuem BPA como mondmero na produgdo de
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embalagens de alimentos e outros utensilios tem levado a contaminacdo ambiental por
distintas fontes de exposicdo. O BPA pode migrar para os alimentos devido a presenca de
residuos de mondmeros nas embalagens ou por meio da hidrdlise dos polimeros que

utilizam este composto como monémero (Ballesteros-Gémez, Rubio et al. 2009).

Alguns ftalatos, como benzilbutilftalato (BBP) e di(etilhexil)ftalato (DEHP), dentre
outros, também sdo citados como possiveis causadores de disturbios no sistema enddcrino
(UE 2000). Os ftalatos possuem varias aplicagdes, sendo utilizados na industria
principalmente como plastificantes para aumentar a flexibilidade de plésticos utilizados na
manufatura de brinquedos, utensilios, embalagens, dentre outros. Outras aplicacfes
incluem o uso de alguns ftalatos, como dietilftalato (DEP), em cosméticos e agrotoxicos
(USEPA 2001). Os ftalatos ndo sdo quimicamente ligados a matriz polimérica e por isso a
migracdo para o alimento pode ocorrer facilmente (Fromme, Kuchler et al. 2002),

consequentemente, sdo encontrados como contaminantes em muitos alimentos.

O 4-nonilfenol (4-NP) e o 4-octilfenol (4-OP) sdo subprodutos da degradagédo dos
alquilfendis etoxilados utilizados como surfactantes ndo iénicos em aplicacdes domésticas
e industriais (Schroder 2001). Nonilfenol etoxilado esta presente na formulacdo de varios
agrotoxicos e seus principais metabdlitos, os nonilfendis, sdo considerados de baixa
degradabilidade (Brix, Hvidt et al. 2001; IPCS/WHO 2002). Alquilfen6is como 4-tert-
butilfenol (4-t-BP), 4-OP e 4-NP também sdo utilizados como monémeros na fabricacdo de

resinas fendlicas (Ozaki and Baba 2003).

Os alquilfendis e plastificantes tem sido reportados em amostras de alimentos em
diversos estudos. Um estudo feito por Wu et. al mostrou que as concentracOes de ftalatos
em bebidas ndo alcodlicas variaram de 0,015 até 0,159 mg L™ (Wu, Pan et al. 2014).
Ostrovsky et al. observaram concentracées de ftalatos de 1,5 até 12,5 pg g™* em alimentos
gordurosos (Ostrovsky, Cabala et al. 2011). Os alquilfendis e plastificantes também séo
encontrados em outras matrizes. Nonilfenol foi determinado em concentracfes que
variaram de 0,3 a 72,9 ng L™ em aguas superficiais (Klosterhaus, Grace et al. 2013). Em
cosmeticos, ftalatos foram determinados em concentracGes que variaram de 0,41 a 38,34
ng mL™* (Feng and Jiang 2012). Esta constante presenca descrita em matrizes ambientais e
de alimentos mostra que o homem tem ingerido estes compostos que podem ser toxicos

mesmo em baixas concentracdes.



Os estudos em alimentos ajudam a elucidar as fontes de exposicdo do homem aos
plastificantes e alquilfendis e a relevancia de cada fonte de exposicéo, contudo, um estudo
mais amplo da exposicdo real pode ser feito por meio da analise de biomarcadores. Os
biomarcadores sdo substancias quimicas ou seus metabolitos, ou ainda uma alteracdo
bioldgica decorrente da interacdo entre 0 agente quimico e o organismo, no qual uma
correlacdo com a intensidade da exposicdo e/ou efeito biolégico desta substancia é
estabelecida. Os biomarcadores sdo medidos em fluidos bioldgicos como sangue, urina, ar
exalado entre outros. Os biomarcadores podem ser utilizados para confirmar e avaliar a
exposicdo de individuos ou populacdes a uma determinada substancia, fornecendo uma
ligacdo entre a exposicao externa e a dose interna. Para que uma substancia quimica ou seu
produto de biotransformacdo em fluidos bioldgicos sejam deteminados como
biomarcadores, 0s processos de absorcao, distribuicdo, biotransformacao e excrecdo devem
ser bem conhecidos (IPCS 1993; Amorim 2003).

Compostos como o BPA e os ftalatos sdo rapidamente absorvidos e distribuidos pelo
organismo através da corrente sanguinea e preferencialmente excretados pela urina (\Vokel,
Colnot et al. 2002). Estudos realizados em individuos expostos a estes compostos
mostraram niveis médios de 0,18 pg L™ para o bisfenol A em sangue e 0,87 pg L™ em
urina (He, Miao et al. 2009). O processo de biotransformacdo desses compostos ocorre
inicialmente por reacBes de oxidacdo pelo citocromo P450 presente na fracdo
microssémica do figado e posteriormente por conjugacdo com substratos enddégenos como
glutationa, sulfatos e acido glicuronico (Quesnot, Bucher et al. 2014), cujos metabdlitos ja
foram identificados em diferentes estudos (Moffat, Burns et al. 2001; VVokel, Colnot et al.
2002; Aylward, Hays et al. 2009). Um estudo realizado por Kim et al. mostrou que o
metabdlito bisfenol A- glucuronida foi encontrado em amostras de urina na concentragao
média de 2,34 ug L™ (Kim, Kim et al. 2003).

A andlise dos biomarcadores de ftalatos pode ser realizada para avaliar a relacdo
entre a presenca destes compostos ou metabdlitos no organismo e o surgimento de
determinadas doengas buscando estabelecer um nexo-causal para as mesmas. Um estudo
feito por Kim avaliou a relacéo entre ftalatos e a endometriose, uma doenca caracterizada
pela presenca de tecido endometrial em locais fora da cavidade uterina, principalmente no
peritoneu pélvico e ovérios (Giudice and Kao 2004; Kim, Chun et al. 2011). No estudo

realizado por Kim et al., foi observado que as mulheres que apresentavam um quadro



clinico de endometriose em estagio avancado apresentavam concentracfes maiores de

ftalatos e seus metabolitos no plasma, quando comparado a um grupo controle.

Do exposto acima, percebe-se a necessidade de pesquisas voltadas ao
desenvolvimento de metodologias de andlise que permitam o monitoramento de
plastificantes, bisfenol A e alquilfendis em alimentos como fonte de contaminacdo e seus
biomarcadores em populacdes expostas ambientalmente, particulamente no Brasil, onde
poucos estudos sobre os niveis de contaminacdo em alimentos e estudos em amostras

bioldgicas séo relatados.



CAPiITULO 2: OBJETIVOS

Obijetivo Geral

O objetivo principal deste estudo foi o desenvolvimento de métodos para a
determinacéo de bisfenol A, alquilfendis e plastificantes em amostras de alimentos e de
seus metabolitos em amostras de urina. Para tal, foi utilizado como método de extracdo a
microextracdo em fase solida com fibra resfriada (CF-SPME), microextracdo em fase
solida convencional e microextracdo em fase liquida (LPME) utilizando a cromatografia a
gas acoplada a espectrometria de massas e cromamatografia a gas bidimensional

abrangente com detector por ionizacdo em chamas para analise dos compostos.

Os objetivos especificos foram:

- Propor um novo método de extracdo para plastificantes e alquilfendis utilizando a
técnica de CF-SPME.

- Otimizar as condicGes de extracdo dos analitos em matrizes aquosas.

- Desenvolver e validar um método para analise de plastificantes, BPA e alquilfendis

utilizando cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas.

- Analisar a migracdo de ftalatos para simulantes de alimentos em recipientes

plasticos de polipropileno aquecidos em forno com radiacdo micro-ondas.

- Desenvolver e validar um meétodo para analise de alquilfendis e plastificantes em
vegetais utilizando SPME e cromatografia a gas bidimensional abrangente acoplada a um

detector por ioniza¢do em chamas (FID).

- Desenvolver e validar um método para analise de plastificantes em carne de frango

assada utilizando cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas.

- Avaliar a migracdo de plastificantes presentes em embalagens para carne de frango

quando estes sdo assados em forno elétrico em sacos plasticos proprios para este fim.

- Desenvolver um método para analise de metabdlitos de plastificantes e BPA em
amostras de urina utilizando LPME e cromatografia a gas acoplada a espectrometria de

massas.



- Avaliar a presenca de metabdlitos de plastificantes e BPA em amostras de urina de

mulheres com endometriose.



CAPITULO 3: REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Introducéo

Os efeitos toxicos de alguns compostos organicos passaram a ser mais estudados
nas Ultimas décadas, contudo o indicio de que certas substancias quimicas poderiam causar
disfuncéo no sistema endocrino de homens e animais surgiu no comeco do século XX. Nos
ultimos anos, a WHO tem alertado para o risco saude em relacdo a presenca destes
compostos no ambiente, através dos documentos oficiais elaborados em 2002 e 2012, além
do alerta dado pela Comissdo da Comunidade Europeia (CCE) e Environmental Protect
Agency (EPA/US) desde 1999 (WHO 2002; Nogueira 2003; Maia Bila and Dezotti 2007,
WHO/UNEP 2012).

Atualmente diversas substancias, consideradas EDC, sdo listadas como proibidas
ou tem o seu uso restringido na industria. Um exemplo cléssico € o BPA que teve seu uso
proibido na fabricacdo de mamadeiras e utensilios infantis em diversos paises como Brasil
e paises da Unido Europeia (ANVISA 2011; UE 2011).

3.2 Sistema endoécrino

O sistema enddcrino é constituido por uma série de glandulas que segregam
hormdnios diretamente na corrente sanguinea. Estes hormdnios regulam vérias funcGes do
corpo. O hormdnio é uma molécula produzida por uma glandula enddcrina que viaja
através da corrente sanguinea para produzir efeitos em células e tecidos. Sdo exemplos de
glandulas a pituitaria, situada na base do cérebro, a tiredide situada no pescogo e as supra-
renais situadas no abddémen. Além destas glandulas enddcrinas especializadas, muitos
outros Orgdos que sdo parte de outros sistemas do corpo, tais como o coracdo, gordura
corporal, musculo, figado, intestinos e rins possuem fungbes enddcrinas secundérias e
tambem secretam horménios. Os efeitos dos hormonios sdo mediados por proteinas
especificas chamadas de receptores. Sem o0s receptores, 0s hormodnios ndo podem exercer
seus efeitos (WHO/UNEP 2012).



3.3 Caracteristicas dos alquilfenois, BPA e plastificantes

Os compostos suspeitos de serem EDC abrangem uma ampla classe substancias,
com diferentes polaridades e fungdes organicas. A maioria destes compostos s&o pouco
solGveis em agua. A estrutura quimica dos plastificantes, BPA e alquilfendis abordados
neste estudo e algumas de suas caracteristicas sdo apresentadas na Figura 3.1 e na Tabela
3.1, respectivamente.
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Figura 3. 1: Estrutura quimica dos compostos estudados




Tabela 3. 1: Identificacdo dos compostos estudados

Composto Abreviacdo Formula CAS L0 Massa m<1JIar
Kow g mol
4-tert-butilfenol 4-tBP Ci0H140 98-54-4 3,29 150
Bisfenol A BPA C15H160; 80-05-7 3,49 228
4-octilfenol 4-OP CioH20O  1806-26-4 55 206
4- tert-octilfenol 4-tOP C14H2,0 140-66-9 4,12 206
4-nonilfenol 4-NP C15H240 104-40-5 5,76 220
Dibutilftalato DBP C16H204 84-74-2 4,57 278
Diisobutilftalato DiBP C16H2204 84-69-5 4,11 278
Dimetilftalato DMP CioH1004  131-11-3 1,60 194
Dietilftalato DEP C12H1404 84-66-2 2,42 222
Di(etlhexil)adipato DEHA C22H4204 103-23-1 8,12 370
Diciclohexilftalato DCHP Ca0H2604 84-61-7 6,20 330
Dioctilftalato DOP CoqH3s0,  117-84-0 8,10 390
Di(etilhexil)ftalato DEHP CoqH3s0,  117-81-7 7,6 390
Benzilbutilftalato BBP C19H2004 85-68-7 4,84 312
Monometilftalato MMP CoHgO4 4376-18-5 - 180
Monoisobutilftalato MiBP CioH1404  30833-53-5 - 222
Monobutilftalato MBP C12H1404 131-70-4 - 222
Monociclohexilftalato MCHP CisH1604  7517-36-4 - 248
Mono(etilhexil)ftalato MEHP Ci6H204  4376-20-9 - 278
Monooctilftalato MOP CiH204  5393-19-1 - 278
Monoisononilftalato MiNP C17H2404 - - 292

CAS: Chemical Abstracts Service

Os ftalatos e BPA, sdo rapidamente metabolizados e excretados pela urina como

conjugados, principalmente, na forma glucoronidada (Wittassek, Koch et al. 2011), (Silva,
Barr et al. 2003) (VVokel, Colnot et al. 2002).

A Figura 3.2 mostra os principais metabdlitos dos ftalatos. O estudo feito por

Anderson et. al, para avaliar o metabolismo de DBP e BBP, mostrou que 73 % do

monoester do BBP e 69 % do monoester do DBP séo eliminados na urina nas primeiras 24



horas apds a ingestdo, os quais podem ser utilizados como biomarcadores de exposicao
(Anderson, Castle et al. 2001)
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Figura 3.2: Principais metabdlitos dos ftalatos formados no organismo humano
(Samandar, Silva et al. 2009)

3.4 Mecanismos de acédo dos EDC

Os EDC podem afetar o sistema enddcrino mesmo quando estdo presentes em baixas
concentragdes como contaminantes ambientais. Concentragcbes na ordem de parte por
bilhdo (ppb) ou até mesmo parte por trilhdo (ppt) foram capazes de provocar alteracées no
sistema endocrino quando avaliada a exposicdo cronica a estes compostos (CLS 1999;
Lintelmann, Katayama et al. 2003). Os EDC sédo suspeitos de interferirem no sistema

enddcrino por trés possiveis mecanismos (COM 1999):

i — imitando a acdo de um horménio produzido naturalmente, como o estrogénio ou

testosterona, desencadeando deste modo reagdes quimicas semelhantes no organismo;

ii — blogueando os receptores presentes nas células que recebem os hormonios

(receptores hormonais) impedindo assim a agdo dos hormdnios normais;
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iii — afetando a sintese, transporte, metabolismo e excrecdo dos hormonios, alterando

assim as concentrac6es dos hormonios naturais.

3.5 Efeitos toxicos dos alquilfendis, plastificantes e BPA

Diversos estudos desenvolvidos em animais foram realizados com intuito de
comprovar a interferéncia de determinados compostos orgénicos nos sistemas bioldgicos
(humano e animal). A maior preocupacdo referente a acdo de alguns compostos suspeitos
de causarem disfuncdo no sistema enddcrino esta relacionada a exposicao croénica. Estudos
em animais mostram que ftalatos podem causar altera¢fes nos rins, figado e ma formacéo
fetal (Xia, Chi et al. 2011). Estudos realizados por Nagel e Vom Saal mostraram que BPA
causou alteracdes no sistema reprodutor e reducdo na quantidade de espermatozdides de
camundongos machos quando estes foram expostos a concentracfes didrias de 2 a 20 g
kg™ (Nagel, vomSaal et al. 1997; Vom Saal, Cooke et al. 1998). Estudos mostraram ainda
que altas concentragdes BPA pode causar cancer em ratos (Jenkins, Raghuraman et al.
2009).

Em humanos, a primeira evidéncia de alteracdes do sistema enddcrino causada por
compostos quimicos surgiu em 1971, quando estudos mostraram que o farmaco
dietilbestrol (DES) utilizado como hormdnio sintético estava relacionado a infertilidade de
mulheres cujas mées haviam feito a utilizacdo deste medicamento. Nestes estudos o uso de
DES também foi relacionado com um tipo raro de cancer (Herbst, Ulfelder et al. 1999).
Posteriormente outros estudos mostraram que algumas substancias quimicas poderiam
possuir efeitos toxicos para 0 homem. Em individuos do sexo masculino expostos a
ftalatos, como DEHP e dibutilftalato (DBP), foi apresentada alteracdo na motilidade de
esperma (Fredricsson, Moller et al. 1993). Outros estudos mostram que BPA pode causar
alteracdo da secrecédo da prolactina em celulas da hipofise (Wozniak, Bulayeva et al. 2005).

Os efeitos toxicos destes compostos também podem ser avaliados por associa¢do da
andlise de seus metabolitos em fluidos biologicos e a exposi¢do. Um estudo feito por
Hauser et al. mostrou uma relacdo entre a concentragdo de metabdlitos de DEHP em
amostras de sémen e danos no DNA do esperma (Hauser, Meeker et al. 2007). Um estudo

feito por Meeker e Ferguson determinaram uma relacdo positiva entre a concentracdo de
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ftalatos e BPA em urina e alteracdes nos horménios da tiredide (Meeker and Ferguson
2011).

Apesar de estudos mostrarem um efeito toxico causado por ftalatos, BPA e
alquilfendis mais testes em laboratorio devem ser realizados para avaliacdo e confirmacao
dos danos causados por estes compostos. Alguns efeitos toxicos atribuidos a estes
compostos ainda possuem resultados contraditorios em diferentes estudos. Em um estudo
realizado por Chevrier et al., no qual a exposicdo pré-natal a ftalatos foi avaliada, nenhuma
evidéncia no aumento do risco de anomalias genitais nas criancas que participaram do
estudo foi observada (Chevrier, Petit et al. 2012). Em outro estudo realizado por Lomenick
et al., no qual a associagédo entre a presenca de ftalatos e puberdade precoce foi avaliada,
ndo foi observada uma relagdo positiva entre a exposicdo a ftalatos e o surgimento de

puberdade precoce em criangas do sexo feminino (Lomenick, Calafat et al. 2010).

3.5. Alquilfendis, plastificantes e BPA em alimentos

Diversas sdo as fontes de exposicdo humana aos alquilfendis, plastificantes e BPA. O
contato pode ocorrer por meio do ar, poeira, agua, solo e alimento. A exposicdo pode
ocorrer por inalacdo, ingestdo ou contato dérmico (WHO/UNEP 2012). Estudos reportam a
identificacdo destes compostos em amostras de ar, agua potavel, aguas de rios e
cosmeéticos, contudo, uma das maiores fontes de exposi¢do sdo os alimentos (Huang, Lee et
al. ; Romero-Franco, Hernandez-Ramirez et al. ; Moreira, Aquino et al. 2009). A
contaminagdo dos alimentos ocorre principalmente no contato destes compostos com a

embalagem ou no processo de fabricagdo dos mesmos.

A concentracdo de alquilfendis, plastificantes e BPA no alimento depende do tempo
e da temperatura de exposi¢do. Um estudo realizado por Wildbrett em amostras de leite em
contato com tubos de PVC (presentes no processo de industrializacdo do leite) mostrou que
h& um aumento da migracédo de ftalatos para o leite em funcdo do aumento da temperatura
nos tubos (Wildbrett 1973).

Estudos relacionados a utilizacdo de filmes plasticos e embalagens plésticas em
contato com alimentos mostram que estas embalagens também podem ser possiveis fontes

de contaminacgdo dos alimentos. Um estudo feito por Cirillo et al. em 2011 determinou
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niveis de concentracdo de 22,8 a 270,3 ng g e 10,2 a 142,8 ng g™ para DEHP e DBP,
respectivamente, em cereais, legumes e vegetais armazenados em embalagens plasticas
(Cirillo, Fasano et al. 2011). A quantidade de alquilfendis, plastificantes e BPA
encontrados esta relacionada com as caracteristicas dos alimentos e dos compostos a que
estes alimentos estdo em contato. Compostos como DEHP, Dioctilftalato (DOP) e
Disononilftalato (DiNP) possuem elevada Kow, uma medida da lipofilicidade do
composto, e por isso possuem afinidade por alimentos gordurosos, como dleos e maionese
(Nanni, Fiselier et al. 2011; Ostrovsky, Cabala et al. 2011). A European Food Safety
Authority (EFSA), baseada em estudos toxicoldgicos, estabelece uma ingestdo diaria
toleravel (tolerable daily intake — TDI) para os ftalatos de 0,01 mg kg™ de peso corporal
por dia para 0 DBP, 0,5 mg kg™ de peso corporal por dia para 0 BBP e 0,05 mg kg™ de
peso corporal por dia para 0 DEHP (EFSA 2005; EFSA 2005; EFSA 2005). Os ftalatos sdo
encontrados em diversos alimentos, tais como azeite de oliva, leite e vinho (Feng, Zhu et
al. 2005; Cavaliere, Macchione et al. 2008; Del Carlo, Pepe et al. 2008). Vérios estudos
tém sido realizados, buscando conhecer a magnitude da migragéo de ftalatos presentes nas
embalagens para o alimento. Um estudo realizado por Gonzales-Castro et al. determinou
concentraces de 0,023 pg L™ e 0,664 pg L™ para DBP e DOP, respectivamente, migrados
de recipientes plasticos para simulante de alimentos (Gonzalez-Castro, Olea-Serrano et al.
2011). Kueseng et al. determinaram concentracdes de 0,61 pg g™ de DEHP provindos de
embalagens de condimentos (Caril) (Kueseng, Thavarungkul et al. 2007). A ANVISA
baseada em diretivas da Unido Europeia e Estados Unidos (Food and Drug Administration
— FDA) estabelece um limite de migracdo especifica, expresso em mg/kg de simulante de
alimento, de 30 mg kg™ para 0 BBP, 0,3 mg kg™ para o DBP e 1,5mg kg™ para o DEHP
(Brasil 2008).

Outra classe de compostos quimicos sintetizados pelo homem presentes em
alimentos sdo os alquilfendis, como os nonilfendis e octilfendis. Os alquilfendis sédo
derivados da degradacdo de alquilfendis etoxilados presentes em surfactantes (Schroder
2001). Estes surfactantes sdo utilizados na formulacdo de detergentes utilizados para
higienizacdo dentro das industrias de alimentos. A utilizag&o destes detergentes € uma das
causas de contaminacgdo de alimentos por alquilfendis (Cacho, Campillo et al. 2012). Outra
fonte de contaminagdo inclui o uso de alquilfendis na formulacdo de agrotoxicos (Brix,
Hvidt et al. 2001; IPCS/WHO 2002). O nonilfenol ¢é ainda utilizado sob a forma de

tris(nonilfenol)fosfito, substancia empregada como anti oxidante em materiais plasticos, os
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quais podem ser empregados como embalagens para os alimentos (Guenther, Heinke et al.
2002). Um estudo realizado por Cacho et al. determinou octilfenol e nonilfenol em
vegetais em concentracdes que variaram de 0,42 a 23 ng g’ e 46 a 50 ng g”,

respectivamente (Cacho, Campillo et al. 2012).

Os alquilfenois, plastificantes e BPA estdo presentes em alimentos em baixas
concentracdes e o desenvolvimento de técnicas analiticas altamente sensiveis sdo
necessarias para sua quantificacdo. Para anélise destes compostos em amostras de alimento
€ necessario um tratamento prévio da amostra para uma adequada extracdo e concentracdo
dos compostos. Para tal, podem ser utilizadas técnicas de extracdo em fase solida (SPE -
solid phase extraction) (Ibrahim, Osman et al. 2014), microextracdo em fase sélida (SPME
- solid phase microextraction) (Wu, Wang et al. 2012), microextracdo em gota Unica
(SDME - single drop microextraction) (Batlle and Nerin 2004), microextracdo liquido-
liquido dispersiva (DLLME - Dispersive Liquid-Liquid Microextraction) (Farajzadeh and
Mogaddam 2012; Yilmaz, Ertas et al. 2014), microextracdo liquido- liquido assistida por ar
(AALLME - air-assisted liquid—liquid microextraction) (Farajzadeh and Mogaddam 2012)
e microextracdo em fase liquida (LPME — liquid phase microextraction) (Villar-Navarro,
Ramos-Payan et al. 2013). No presente estudo foi selecionada a técnica de SPME para
extracdo de plastificantes e alquilfen6is em amostras de alimentos devido as suas
caracteristicas que sdo compativeis, principalmente, com cromatografia a gas. A SPME
consiste no uso de uma fibra revestida com um filme polimérico para extracdo e
concentracdo de um analito presente em uma amostra (Figura 3.3). Varios tipos de
materiais podem ser utilizados no revestimento da fibra, tais como polidimetilsiloxana,
poliacrilato, divinilbenzeno, entre outros. O processo de extracdo consiste na
adsorcéo/absorcdo do analito na fibra. A fibra pode ser exposta a amostra por imersao
direta na solucdo (Figura 3.3 a) ou por headspace, no qual a fibra é exposta no espaco
vazio do topo do frasco que contém a amostra ( Figura 3.3 b). O processo de extracdo dos
analitos de uma determinada amostra utilizando SPME é exotérmico e o resfriamento da
fibra pode acelerar a transferéncia do analito para a fibra. O resfriamento da fibra
utilizando dioxido de carbono foi inicialmente proposto por Ghiasvand et al., (Ghiasvand,
Hosseinzadeh et al. 2006). Um novo sistema de resfriamento foi desenvolvido por
Menezes e Cardeal, no qual nitrogénio liquido foi utilizado para resfriamento da fibra
(Menezes and Cardeal 2011). A fibra é subsequentemente inserida dentro do injetor do

cromatografo a gas para desor¢édo do analito.
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Figura 3.3: Sistema SPME por imersdo (a) e por headspace (b)

A técnica de cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas tem sido
muito utilizada com SPME, contudo, nos ultimos anos a cromatografia a gas bidimensional
abrangente (GCxGC) também tem sido aplicada para analise de desreguladores enddrinos.
A cromatografia a gas bidimensional abrangente € um sistema que usa dois processos
(duas colunas cromatogréficas) de separacdo distintos para separacdo dos compostos. As
colunas utilizadas possuem mecanismos de separacdo independentes. O termo abrangente é
utilizado porgue toda a amostra eluida da primeira coluna (1D) € introduzida na segunda
coluna (2D) e toda a separacdo ocorrida na primeira coluna é mantida na segunda coluna
(von Muhlen, Zini et al. 2007). Na 1D e utilizada uma coluna com dimensdes classicas, ja
na 2D uma coluna curta é utilizada para que o tempo de separagdo dos compostos em 2D
seja suficientemente curto e a eluicdo se complete antes da proxima fracdo de eluato
(Pedroso, de Godoy et al. 2009).Geralmente na 1D uma coluna capilar contendo fase
estacionaria de baixa polaridade € utilizada, ao passo que na 2D € empregada uma coluna
de fase estacionéria de média a alta polaridade. A diferenca na seletividade quimica entre
as duas colunas permite que os compostos que ndo sdo adequadamente separadados na
primeira dimensdo sejam completamente resolvidos na segunda dimensdo (Bruckner,
Prazen et al. 1998). Uma interface denominada modulador é usada para separar o eluato da

1D em pequens fragOes, reconcentra-lo e subsequentemente, transferi-lo para a 2D.
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(Dalllige, Beens et al. 2003; Vendeuvre, Bertoncini et al. 2004). Os moduladores podem
ser do tipo criogénico, de valvulas ou térmico. No modulador de valvula, uma vélvula é
inserida entre as colunas para controle da transferéncia de fragdes do eluato da 1D para a
2D (Bruckner, Prazen et al. 1998; Pedroso, de Godoy et al. 2009). Este tipo de modulador
possui a desvantagem de ndo reconcentrar as fracdes do eluato provenientes da primeira
coluna antes de envié-lo para a segunda coluna. Os moduladores térmicos e criogénicos
fazem o controle da transferéncia do eluato da primeira para a segunda coluna utilizando
alteracdes na temperatura. No modulador térmico o eluato da 1D é aprisionado em um
sorvente e posteriormente, por dessorcdo térmica, € enviado para a 2D. Os moduladores
criogénios usam um meio criogénico para apriosinamento do eluato provindo da 1D. Com
esta armadilha criogénica, o eluato é reconcentrado e enviado para a 2D (Figura 3.4)
(Marriott and Shellie 2002; Pedroso, de Godoy et al. 2009). No desenvolvimento do

presente estudo, 0 modulador criogénico foi utilizado.
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Figura 3. 4: Representacdo esquematica de um modulador criogénico utilizado na técnica
de GCxGC (fonte: (Pedroso, de Godoy et al. 2009)

Em muitas analises, onde cromatografia a gas unidimensional é utilizada, tem-se
ocorréncia de interferentes que podem coeluir com os compostos de interesse prejudicando
assim a analise. Na GCxGC o uso de duas colunas possibilita um aumento na separagédo
dos compostos. Outra vantagem decorrente do uso de GCxGC é o aumento da
detectabilidade. O processo de modulagdo comprime as bandas cromatograficas do eluato

da primeira coluna, com isso cada analito elui como uma série de picos estreitos e intensos,
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sendo mais facilmente detectadados (Marriott and Shellie 2002). A técnica GCxGC tem
sido aplicada na andlise de muitos compostos organicos (Murray 2012). Djokic et al.
mostrou que GCxGC-FID pode ser aplicada com sucesso na quantificacdo de compostos
organicos do biodiesel (Djokic, Dijkmans et al. 2012). Outros estudos reportam a aplicacéo
de GCxGC em matrizes biologicas. Amorim et al. obteve limites de deteccdo de 0,03 a
0.18 pg L™ na analise de hidrocarbonetos policiclicos arométicos em urina (Andre
Amorim, Dimandja et al. 2009). Andrews and Paterson mostraram que GCxGC/MS pode
ser utilizado para quantificacdo de drogas ilicitas presentes em baixas concentracfes em
amostras de sangue (Andrews and Paterson 2012). Alguns estudos reportam o0 uso da
GCxGC para analise qualitativa de alquilfenois e plastificantes (Guenther, Kleist et al.
2006; Vallejo, Olivares et al. 2011), entretanto a sua aplicacacdo para analise quantitativa
destes compostos ainda tem sido pouco reportada. O uso da GCxGC possibilita uma
separacdo mais eficiente dos compostos, 0 que permite que esta técnica seja utilizada com
detectores universais de baixo custo, como o detector de ionizagdo em chamas (FID),
portanto € uma alternativa eficiente na quantificacdo de alquilfendis e plastificantes em

amostras de alimentos e biol6gicas

3.6. Alquilfendis, plastificantes e BPA em amostras bioldgicas

A avaliacdo biologica da exposi¢do por meio do uso de biomarcadores fornece uma
ligagdo critica entre a exposi¢do a substancia quimica, dose interna e prejuizo a salde, e
eles sdo valiosos na avaliacdo de risco. As informacbes provenientes da analise dos
biomarcadores e sua associacdo com 0 risco a saude possibilitam a implementacdo de
medidas de prevengdo e controle apropriadas, como normas regulamentadoras de
exposicdo e definicdo dos niveis permissiveis, ou mesmo aponta a necessidade de ndo

exposicao.

A analise de alquilfenois, plastificantes e BPA em amostras bioldgicas pode ser
realizada através da determinacao de seus metabolitos em sangue, urina ou saliva. (ATSDR
1995; ATSDR 2001; ATSDR 2002). A anélise dos metabdlitos dos ftalatos em urina exige
um preparo prévio da amostra, no qual exige um processo de hidrolise do metabdlito
conjugado. Esta hidrolise normalmente € feita com enzimas especificas. Para
desglucoronidacdo, as enzimas B-glucuronidase (Blount, Milgram et al. 2000) ¢ o-

glucuronidase (Egestad, Green et al. 1996) s&o utilizadas. A quantidade de enzima
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necessaria dependera da quantidade de amostra inicial e concentracdo da enzima.
Frederiksen et al. utilizaram 5 pL de enzima para 500 puL de amostra (Frederiksen,
Jorgensen et al. 2010). Holm et al. utilizaram 250 pL de B-glucoronidase para 50 mL de
amostra de urina (Holm, Solbu et al. 2004). Um periodo ideal de incubacdo também &
necessario para hidrolise completa. Frederiksen et al., Blount et al. e Kato et al. utilizaram
um tempo de 90 min e uma temperatura de 37 °C para completa hidrdlise (Blount, Milgram
et al. 2000; Kato, Silva et al. 2005; Frederiksen, Jorgensen et al. 2010). Estudos feitos por
Koch et al. e Holm et al. (Koch, Gonzalez-Reche et al. 2003) mostraram que uma hidrolise
eficaz também pode ser obtida com 37°C e um tempo de incubacdo de 60 min (Koch,
Gonzalez-Reche et al. 2003; Holm, Solbu et al. 2004). O pH da hidrélise deve ser
controlado no processo, pois cada enzima tem um pH 6timo de acéo. Este controle ¢ feito
pelo uso de solucBes tampédo de acetato de amonio (Frederiksen, Jorgensen et al. 2010) ou
0 ajuste de pH (Holm, Solbu et al. 2004) pode ser feito. A hidrdlise é cessada com a adi¢do
de &cido na amostra, por exemplo, &cido fosforico e acético (Frederiksen, Jorgensen et al.
2010). Apos a hidrdlise os analitos sdo extraidos da amostra.

No presente estudo, os metabolitos foram analisados em amostras de urina e LPME
foi utilizado como técnica de extracdo. A LPME consiste na utilizacdo de uma fibra oca,
porosa e hidrofébica, que é impregnada com um solvente organico e o interior da fibra
também € preenchido com um solvente organico denominado fase aceptora. A fibra é
colocada no interior da amostra (fase doadora) e com a aplicacdo de agitacdo, os analitos
migram da matriz para a fase aceptora (Figura 3.5).

I fibra
---- * oca
“1---* Amostra
=

Figura 3.5: Esquema da LPME ( adaptado de (Zhang, Hu et al. 2013)
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Apos a extracdo, os analitos podem ser analisados por cromatografia liquida ou
gasosa. Na cromatografia liquida o analito pode ser analisado diretamente apos a extracdo
dos compostos.

Para uso de cromatografia gasosa, uma etapa de derivatizacdo dos metabdlitos €
necessaria para gerar derivados dos metabdlitos mais volateis. Para tal, BSTFA com 1 %
de TMCS tem sido aplicado com sucesso na derivatizacdo de BPA e monoésteres (Rastkari
and Ahmadkhaniha 2013; Song, On et al. 2013; Kim, Lee et al. 2014). De acordo, com
Basheer et al., BSTFA se mostrou um derivatizante rapido e eficiente na derivatizagdo de
BPA (Basheer, Parthiban et al. 2005). Apds a etapa de derivatizacdo a analise

cromatografica dos compostos é feita.
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CAPITULO 4: ANALISE DA MIGRACAO DE PLASTIFICANTES PARA
SIMULANTES DE ALIMENTOS EM RECIPIENTES PLASTICOS
AQUECIDOS EM FORNOS COM RADIACAO MICRO-ONDAS

4.1 Aspectos Gerais

Vaérios estudos sobre a migracao de ftalatos ja foram realizados, contudo, pouco se
sabe sobre a migracao destes compostos para alimentos presentes em embalagens quando
estas sdo submetidas a diferentes condi¢cdes de aquecimento em forno micro-ondas
doméstico. Portanto, este estudo avaliou a migracdo de dois ftalatos, BBP e DBP, de
diferentes frascos plasticos, empregando amostras de agua utilizadas como simulantes de
alimentos, aquecendo-as em forno com radiacdo micro-ondas, em diferentes condi¢ctes de

tempo e poténcias nominais.

4.2 Materiais e Métodos
4.2.1 Reagentes

Os padroes de dibutilftalato (DBP) e benzilbutilftalato (BBP) utilizados neste estudo
foram adquiridos da Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA). Uma solucdo estoque na
concentracdo de 2000 mg L™ foi preparada em etanol grau HPLC da J.T.Baker (Xalostoc,
Edo. De Mex, México). A fibra de poliacrilato 80 um (PA), utilizada no experimento foi
obtida da Supelco (Bellefonte, PA, USA). A agua ultrapura utilizada foi preparada em um
purificador Elga — modelo Purelab Classic UVMK2.

4.2.2 Limpeza das Vidrarias

A determinacdo de compostos em niveis tracos em amostras requer uma limpeza
adequada das vidrarias para um resultado confiavel. A etapa de limpeza consistiu
inicialmente na lavagem de toda a vidraria com detergente neutro (Extram) 5,0 % (v/v)
com sonicagdo por 1 hora. Apos a sonicacdo, as vidrarias foram enxaguadas com agua
deionizada e lavadas com uma solucdo de etanol. Em seguida foi realizado um enxague

com agua ultra-pura.
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4.2.3 Otimizacdo do Método de Extracao

- Resfriamento da Fibra

O processo de absorcao/adsorcdo dos analitos na fibra é um processo exotérmico
(Zhang and Pawliszyn 1995). Para avaliar a influéncia da temperatura da fibra na eficiéncia
de extracdo dos compostos foram feitas analises utilizando um sistema de resfriamento da
fibra. O resfriamento foi feito na parte externa da fibra que foi envolvida por um espiral de
cobre com comprimento de 70 cm e diametro interno de 1,6 mm. Uma extremidade do
tubo de cobre foi imergida em nitrogénio liquido armazenado em uma garrafa térmica. A
outra extremidade continha o espiral que envolvia a fibra externamente. Para controle da
pressdo do nitrogénio foi utilizado uma valvula de cobre acoplada a uma mangueira de
silicone. A Figura 4.1 apresenta a montagem utilizada. Um estudo da eficiéncia de extragéo
utilizando as duas formas de extragdo, com resfriamento e sem resfriamento da fibra, foi
feito. A analise dos compostos foi feita em triplicata na concentracdo de 300,0 pug L™ A

extracao do analito foi feita por imersdo direta.

purga de N2
suporte de
SPME tubo de cobre
vahula
tubo de cobre : — 1 tubo de cobre
(ESpiI’EIl) | i d0em thmo de N2
Pwgade Now— oo ___“f+ f‘*‘\
T
fibra PA - mersdo direta *
afa térmi
bloco de aluminio ) . garrata fermea
_ . N2 liquido
amostra - — :
agitagio & aquecimento

Figura 4. 1: Sistema de extragdo por SPME com resfriamento da fibra (fonte: (Menezes
and Cardeal 2011))
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- Planejamento Fatorial 22 Completo com Ponto Central

Um planejamento fatorial 2° completo com ponto central foi feito para avaliar a
significancia das variaveis, tempo de extracdo, temperatura de extracdo (medida no bloco
de aquecimento) e concentracdo de sal (efeito salting out) no processo de extragdo. As
condicdes utilizadas estdo descritas na Tabela 4.1. A concentracdo final dos analitos na

solucdo padréo aquosa foi de 100,0 pg L™

Tabela 4. 1: Planejamento fatorial 2° para otimizacao da extragdo

Experimento Tempo (min) Temperatura (°C) % NaCl (m/v)
F1 30 65 0
F2 10 65 0
F3 30 25 0
F4 10 25 0
F5 30 65 10
F6 10 65 10
F7 30 25 10
F8 10 25 10
F9 20 45 5

F10 20 45 5
F11 20 45 5

- Avaliagéo do Efeito do pH

A influéncia do pH foi avaliada em trés diferentes valores: meio acido (pH = 3),
meio neutro (pH = 7) e meio basico ( pH = 10) apos a determinagdo da melhor condicédo
obtida no planejamento fatoraial 2°. As soluges aquosas utilizadas no experimento foram
preparadas a partir da solugdo estoque em frascos de vidro de 22,0 mL. A concentracédo e
volume final dos ftalatos foi de 50,0 pg L* e 20,0 mL, respectivamente.

O ajuste do pH foi feito com acido sulfarico (50 % v/v) e hidréxido de aménio (50 % v/v).

4.2.4 Extracao dos Analitos

Para avaliar a migracdo de ftalatos para alimentos foi utilizado agua ultra-pura como
simulante de acordo com a Portaria No. 26/MS/SVS do Ministério da Saude do Brasil
(ANVISA 1996), De acordo com a ANVISA, a agua ultra-pura é um simulante adequado
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para alimentos liquidos com pH maior que 5, apesar da legislacdo da Unido Européia

considerar o etanol 10 % (v/v) como simulante de alimentos liquidos (UE 2011).

Neste estudo foram utilizados dez recipientes plasticos de polipropileno de diferentes
marcas e volumes, prdprios para uso em forno com radiagcdo micro-ondas. Destes, cinco
foram recipientes novos adquiridos para realizacdo do estudo e cinco recipientes com
prolongado tempo de uso (aproximadamente 1 ano). Os recipientes plasticos utilizados em
forno micro-ondas sofrem pequenas deformag6es com o tempo de uso devido ao constante
aquecimento do material, por isso os recipientes com prolongado tempo de uso continham

pequenas deformacdes.

Os recipientes foram preenchidos com &gua ultrapura até 90 % do seu volume total.
Posteriormente, estes foram introduzidos em um micro-ondas doméstico (poténcia nominal
de 700 W) no qual o simulante foi aquecido variando-se a poténcia nominal (alta, 700 W;
média, 350 W; e baixa, 210 W) e o tempo de aquecimento. Na poténcia alta e média os
tempos de aquecimento foram de 1 ,3 ,5 e 7 min. Na poténcia baixa os tempos de
aquecimentos avaliados foram de 10, 15, 20 e 30 min. As condic¢des de poténcia e duracao
do aquecimento foram escolhidas baseadas nas condi¢des que sdo utilizadas comumente no
cotidiano, isto é, as poténcias alta (para o cozimento de alimentos) e média (para o
aquecimento de alimentos) séo utilizadas em tempos mais curtos, ao passo que a poténcia
baixa (para o descongelamento de alimentos) é utilizada por maiores periodos de
aquecimento. A temperatura das amostras foram medidas apds o aquecimento utilizando
um termdmetro. Algumas amostras que apresentaram concentracdes dos compostos
estudados acima da faixa de concentracdo da curva de calibracdo foram diluidas em 50 %
com agua ultra-pura. As caracteristicas de todos os recipientes usados neste estudo sdo

descritas na Tabela 4.2.
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Tabela 4. 2: Caracteristicas dos recipentes plasticos usados

Recipientes  Volume .
P Caracteristicas

Plasticos (mL)

Al 750 incolor, tamanho: 10,5 cm (dm) x 11,0 cm

B! 500 vermelho translicido, tamanho: 10,5 cm (dm) x 6,2 cm
ct 600 incolor, tamanho: 13,2 cm x 13,2 cm x 4,8 cm
D! 1200 incolor, tamanho: 12,6 cm x 12,6 cm x 11,0 cm
E! 480 incolor, tamanho: 12,5 cm x 9,3 cm % 5,3 ¢cm
F? 600 incolor, tamanho: 13,0 cm x 13,0 cm x 4,7 cm
G? 1000 incolor, tamanho: 13,7 cm x 10,0 cm x 2,7 cm
H ? 600 incolor, tamanho: 11,2 cm (dm) x 6,6 cm

|2 1200 incolor, tamanho: 22,0 cm x 15,0 cm x 4,6 cm
J? 300 incolor, tamanho: 13,8 cm (dm) x 7,9 cm

Nota: ‘recipientes novos; * recipientes que foram usados por um periodo prolongado de
tempo; dm: didmetro

4.2.5 Extracdo dos Analitos

Apo6s o preparo da amostra uma aliquota de 20,0 mL foi colocada em um frasco de
22 mL para a extragdo por SPME. A amostra foi continuamente agitada com uma barra
magnética colocada no interior do frasco. A extracdo foi feita por imersao direta da fibra de
SPME utilizando o sistema de resfriamento. Uma fibra de poliacrilato de 85 um foi
utilizada no procedimento. Posteriormente, a fibra foi colocada no injetor do cromatégrafo
a gas para desorcdo dos compostos a 250 °C por 2 min.

4.2.6 Sistema Cromatogréfico

Para a determinagéo dos ftalatos no simulante de alimentos liquidos, foi utilizado
um cromatografo & gas acoplado a um espectrémetro de massas com analisador do tipo ion
trap (Finnigan Trace GC/PolarisQ — Thermo — Waltham - EUA). A analise cromatografica
foi feita com injecdo no modo splitless por 2 min, utilizando uma coluna HP-5MS Agilent
( Santa Clara — EUA) (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) com uma temperatura do injetor de 250
°C e fluxo de hélio de 1,2 mL min™. Foi utilizada uma rampa de temperatura com
aquecimento inicial de 105 °C por 1 min, seguido de aumento para 180 °C a 3 °C min,
mantida por 4 min, e novo aumento para 290 °C a 10 °C min™, mantida por 0,5 min. O
tempo total de corrida foi de 41,5 min. A analise foi realizada no modo SIM (Selected lon
Monitoring) com ionizagdo por elétrons (EI) e energia de 70 eV. As razdes massa/carga
(m/z) monitoradas foram 149, 150 e 41 para o DBP e 149, 91 e 206 para o BBP.
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4.2.6 Parametros de Mérito

A metodologia desenvolvida para determinacdo do DBP e BBP foi validada de
acordo com as diretrizes da EURACHEM (EURACHEM 2002). Para avaliagdo dos
pardmetros de mérito foi utilizado uma solucéo aquosa dos padrdes. Foram determinados
limite de deteccdo (LOD), limite de quantificacdo (LOQ), precisdo intra e inter ensaio e
linearidade. A linearidade da curva foi avaliada em triplicatas independentes em um
intervalo de 0,1 a 8,0 pg L™ de concentracio para 0 DBP e de 0,5 a 10,0 pug L™ para o
BBP. Os testes de preciséo foram avaliados em duas concentragdes distintas da curva, 1,0 e
5,0 ug L™ A preciséo intra-ensaio foi determinada através da analise de 10 replicatas de
solucdes aquosas dos analitos em cada concentracdo avaliada no mesmo dia. A precisdo
inter-ensaio foi feita usando o mesmo procedimentto, contudo a analise foi feita em
diferentes dias. O LOD foi avaliado através da analise de 10 replicatas do branco. Os
resultados de area obtidos através da aplicacdo da equacdo 4.1 foram substituidos na
equacdo da curva de calibracdo do analito para se obter o valor de concentracdo do LOD.

O LOQ foi considerado como 0 menor ponto da curva de calibracéo.

Area para calculo do LOD = area média + (3xS)  Equagdo 4.1

4.3 Resultados e Discussao
4.3.1 Otimizacgédo da Metodologia de Extragao

- Resfriamento da Fibra

Foram realizados testes de resfriamento com fibra de poliacrilato. Em estudo
realizado por Prokupkova et al. a fibra de poliacrilato apresentou uma maior eficiéncia de
extracdo quando comparada a outras fibras e por isto, esta foi escolhida para extracdo dos
compostos (Prokupkova, Holadova et al. 2002). Os resultados obtidos séo apresentados na

Figura 4.2
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Figura 4.2: Estudo eficiéncia de extracdo com e sem resfriamento da fibra de PA

O método de extracdo no qual o resfriamento da fibra foi utilizado apresentou uma
maior eficiéncia, portanto, o resfriamento da fibra foi adotado no processo de extracdo dos
compostos estudados.

- Planejamento Fatorial 2° Completo com Ponto Central

As variaveis do processo de extracdo dos analitos foram avaliadas através de um
planejamento fatorial 2° completo com ponto central. O planejamento fatorial foi
necessario para avaliacdo dos pardmetros significativos no processo de extracdo. A
otimizacdo foi feita utilizando uma solucdo aquosa dos padrbes de concentracdo igual a
100 pg L™ Um elevado valor de concentragdo foi utilizado, assim, todas as condicdes
testadas foram aptas para produzir picos na analise cromatografica com uma area que
permitiu a quantificagdo dos compostos. Neste estudo o software Statistica (Hewlett-
Packard. Palo Alto, CA, USA) foi utilizado para avaliacdo dos resultados. Os gréficos de

Pareto obtidos para cada composto sdo apresentados na Figura 4.3.
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Figura 4.3: Gréficos de Pareto obtidos no planejamento fatorial (a) DBP e (b) BBP

A partir dos dados obtidos nos graficos, foi observado que o tempo, temperatura, e
a interacdo entre estas duas varidveis foram efeitos significativos para a extracdo dos
ftalatos, considerando um intervalo de confianca de 95 %. Os graficos mostraram que a
variaveis tempo e temperatura seguiram a mesma tendéncia para os dois compostos.
Portanto, os maiores valores de area foram obtidos quando o tempo de 30 min e a
temperatura do bloco de aquecimento de 65 °C foram usados. Estas condi¢des foram
adotadas no procedimento analitico. Nao foi feita a adicdo de sal, pois este parametro ndo

foi significativo no dominio experimental estudado.
- Avaliacéo do Efeito do pH

Os resultados de area obtidos para cada analito nos diferentes valores de pH

analisados séo apresentados na Tabela 4.3.

Tabela 4. 3: Areas obtidas para os analitos nos valores de pH estudados

Composto pH 3 pH 7 pH 10

Média Desvio Média Desvio Média Desvio
DBP 10.596.962 1.294.418 13.319.716 578.289 8.740.111 1.541.277
BBP 7.050.986 717.473 8.388.603 574.680 3.986.162 945.325
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Para avaliacdo dos resultados, os testes estatisticos ANOVA e teste de Tukey foram
aplicados. O teste ANOVA mostrou que as médias de areas obtidas para o0 DBP e BBP sdo
distintas nos valores de pH avaliados. O teste de Tukey foi aplicado para avaliar quais
condicdes de pH diferem entre si. De acordo com o resultado obtido, 0 meio bésico
apresenta resultados distintos do meio neutro para os dois analitos. O meio &cido e neutro
apresentam valores de médias estatisticamente iguais. A Tabela 4.3 mostra que os valores
médios de areas obtidos para 0s meios neutro e acido sdo maiores que os valores obtidos
para 0 meio bésico, portanto, somente para analise de amostras basicas o pH deve ser

ajustado.
- Parametros de Mérito

A faixa onde a linearidade foi observada foi de 0,2 a 6,0 ug L™ para DBP e 0,5 a

6,0 ug L™ para BBP. As curvas de calibragdo obtidas séo apresentadas na Figura 4.4.
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Figura 4. 4: Curva de Calibracdo do DBP (a) e BBP (b) em agua

Para avaliar a linearidade das curvas obtidas foram aplicados os testes estatisticos
de normalidade dos residuos (Teste de Ryan-Joiner), independéncia dos residuos (Teste de
Durbin-Watson), homocedasticidade dos residuos (Teste de Brown-Forsythe),
significancia da regressdo e desvio da linearidade (ANOVA) (de Souza and Junqueira
2005). Os testes aplicados mostraram que os residuos seguem uma distribuicdo normal, séo

independentes e homocedasticos. O teste estatistico ANOVA mostrou que a regressao é
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significativa e ndo ha desvio da linearidade, portanto a regresséo linear pode ser utilizada
para quantificagdo dos ftalatos. As equacOes das retas, os coeficientes de determinacao,
bem como os parametros de precisdo, LOD e LOQ, obtidos na avaliacdo dos parametros de

mérito sdo mostrados na Tabela 4.4.

Tabela 4. 4: Parametros de Mérito dos compostos DBP e BBP

Precisdo - CV (%)

Equacéo de 2 LOD LOQ 10ug L 50uq L?
Composto O 1 1 VU 49 U g
regressdo linear HIKg™ HgKg Intra Inter Intra Inter
DBP y =5,5x10"x + 14941 0,9905 0,08 0,20 11,7 11,9 7,6 8,2
BBP y=29x10°% — 4883 10,9854 0,31 0,50 16,2 22,3 11,0 13,9

CV: coeficiente de variagdo

Os resultados dos parametros de mérito estudados foram satisfatérios. Os valores de
LOD e LOQ obtidos para 0 DBP foram menores que os limites obtidos para o BBP.
Quando comparados a outros estudos de simulantes em alimentos os valores de LODs
encontrados mostraram-se menores. Batlle e Nerin, usando SDME e GC-FID, obtiveram
LOD para o DBP de 0,03 pg L™ quando &gua destilada foi utilizada como simulante e 0,16
ng L™ quando uma solucéo de &cido acético (3 % m/v) em é&gua destilada foi utilizada
como simulante de alimento (Batlle and Nerin 2004). Jen e Liu, usando um sistema de
microdialise com fibra oca e HPLC/UV, obtiveram LOD de 0,4 pg L™ em solugdo aquosa
para 0 DBP, na avaliacdo da migracdo de ftalatos de recipientes sob condicdes de
aquecimento (Jen and Liu 2006). Os LODs observados neste trabalho também mostraram-
se superiores quando comparados a méetodos cuja extracdo e analise foram realizadas por
SPME e GC/MS. Em um estudo de andlise de ftalatos em leite de vaca, os LODs
observados para o DBP e BBP foram de 0,02 e 0,23 ug kg™ (Feng, Zhu et al. 2005).

Os coeficientes de variacdo observados neste estudo foram relativamente maiores
guando comparados a desvios reportados na literatura, contudo, a precisdo depende da
faixa de concentracdo estudada. Em um estudo realizado por Cavaliere e colaboradores
foram reportados desvios de 9,5 % e 3,0 % para DBP e BBP em amostras de azeite de

oliva na concentragdo de 0,5 mg kg™ (Cavaliere, Macchione et al. 2008).

Uma amostra de branco analitico foi preparada e analisada periodicamente para

determinar a contaminagéo por ftalatos. Uma baixa concentracdo de DBP foi detectada na

29



amostra do branco. A concentracdo determinada foi menor que o LOQ, porém, esta foi
considerada na determinacdo deste composto nas amostras e durante 0 processo de
validagdo. O cromatograma obtido no modo SIM para um padréo de concentragéo igual a

5,0 ug L™ é mostrado na Figura 4.5.
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Figura 4. 5: Cromatograma de massas dos compostos estudados por GC/MS, modo SIM

4.3.2 Concentracdo dos Ftalatos em Simulantes devido a Migracdo de Recipientes

Plasticos Aquecidos em Forno Micro-ondas

Os recipientes plasticos utilizados para analise da migracdo foram divididos em
dois grupos: cinco recipientes novos (Grupo I) e cinco recipientes com prolongado tempo
de uso (Grupo II). A presenca de BBP ndo foi observada em nenhuma das amostras

avaliadas. Os resultados obtidos para o DBP sé&o apresentados na Figura 4.6 e 4.7.

GRUPO I: Recipientes plasticos novos

As concentragfes de DBP provenientes da migracdo deste composto para o
simulante de alimento quando os recipientes plasticos do Grupo | foram aquecidos no

forno micro-ondas em diferentes condicOes sdo apresentadas na Figura 4.6 a-e
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Figura 4. 6: Concentragcdes de DBP na anélise do simulante nas vasilhas do Grupo |
submetidos ao aqguecimento em forno com radiagdo micro-ondas: (a) recipiente A, (b)

recipiente B, (c) recipiente C, (d) recipiente D e (e) Recipiente E

GRUPO II: Recipientes plasticos com prolongado tempo de uso

A Figura 4.7 a-e mostra as concentrac0es de DBP encontradas nas solugdes de
simulante que foram aquecidas no forno micro-ondas com os recipintes plasticos do Grupo
I1 em diferentes condicdes.
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Os resultados de concentracdo de DBP observados nos recipientes do Grupo |
variaram de 0,2 & 2,0 pg L™, ao passo que nos recipientes do Grupo 11 as concentragoes de

DBP variaram de 0,2 & 7,5 pug L™. As concentracdes de DBP obtidas nos dois grupos foram
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comparadas usando ANOVA. Os resultados mostraram que houve uma diferenca na
concentracdo média de DBP dos grupos, sendo a média obtida para os recipientes do
Grupo Il maior que a média obtida para os recipientes do Grupo |. Portanto, pode-se
concluir que a liberacdo de ftalatos a partir de recipientes plasticos aquecidos em fornos
com radiacdo micro-ondas € maior em recipientes plasticos com um prolongado tempo de

uso.

Todos o0s recipientes plasticos foram expostos as mesmas condi¢bes de
aquecimento, entretanto, é conhecido que a absor¢cdo da radiacdo micro-ondas €
influenciada pela composicdo material do frasco reacional, o qual também é influenciado
pela forma e tamanho dos recipientes plasticos. Para avaliar o aquecimento, a temperatura
do simulante foi imediatamente medida apds a exposi¢do as micro-ondas. Um termdmetro
foi colocado na amostra, o qual foi agitado para permitir a medigdo de uma temperatura
média. As temperaturas obtidas para o Grupo | e Grupo Il sdo apresentadas nas Figuras 4.8

a-e e Figura 4.9 a-e, respectivamente.
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As Figuras 4.6 e 4.8 mostraram que em recipientes plasticos novos o aumento no
tempo de aquecimento influencia 0 aumento na temperatura, entretanto, ndo houve uma
correlagéo entre estes fatores e a migragéo dos ftalatos. Portanto, a migragéo de DBP para
o simulante nos recipientes do Grupo | foi independente das condi¢Ges de poténcia e
duracdo do aguecimento utilizados. A variacdo na concentracdo de DBP no simulante foi
randémica. A maior concentracdo de DBP (2,0 pg L™) foi observada no recipiente D,
entretanto, este valor € menor que o limite especifico de migracao para o DBP que é de 0,3
mg kg, de acordo com a Unido Européia (EFSA 2005).

No Grupo I, diferentes concentracfes de DBP foram observadas nas amostras. Por
meio da comparacdo entre a migracdo de ftalatos (Figura 4.7) e a temperatura obtida em
cada ensaio de migracdo (Figura 4.9) foi observado que a migracdo do ftalato nos
recipientes com um prolongado tempo de uso foi dependente da temperatura alcancada
durante o aquecimento e do tempo de exposi¢cdo do recipiente a esta temperatura. A
temperatura maxima, por sua vez, foi dependente do tempo de exposicdo as micro-ondas,
volume e forma do recipiente, e poténcia usada. De uma forma geral, foi observado que ,
usando niveis de poténcia de 750 W e 350 W, a temperatura aumentou abruptamente com
aumento do tempo. Quando a poténcia de 210 W foi utilizada, foi observado que a
temperatura comecou elevada e aumentou ligeiramente com o aumento do tempo de
aquecimento. O recipente J possuia 0 menor volume entre os recipientes do Grupo Il (300
mL) e foi observado uma grande variagcdo de temperatura no intervalo de 1 a 3 min na
poténcia de 700 W. O aquecimento usando esta poténcia por 3 min resultou em uma
temperatura final de 90 °C. Esta temperatura permaneceu constante por um longo tempo;
durante o qual o simulante permaneceu em contato com o recipiente em elevada

temperatura o que possivelmente causou 0 aumento da migracdo de DBP para o simulante.

Na poténcia de 350 W a variacdo da temperatura ocorreu gradualmente e foi
observado um aumento da migracdo de DBP com o aumento da temperatura. Entretanto, a
variacdo na concentra¢do do ftalato na amostra foi menor. Na poténcia de 250 W, uma
pequena variacdo de temperatura foi observada para os diferentes tempos de exposicao;
deste modo, ndo foi observado uma relacéo linear entre tempo de exposi¢do e migracao de
DBP. Os recipientes G e | possuiam grandes volumes, 1000 mL e 1200 mL,
respectivamente. As menores temperaturas foram medidas nestes recipientes quando
comparadas as temperaturas medidas em outros recipientes considerando a mesma

poténcia. Consequentemente, uma pequena variacdo na concentracdo de DBP foi
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observada. De uma forma geral, foi observado que um aumento na temperatura causou um

aumento na migracdo do DBP para o simulante.

Além disso, os resultados obtidos na analise dos recipientes usados sugerem que 0
aumento na temperatura € a principal causa da migracdo de DBP. Teoricamente,
recipientes usados sdo inertes, entretanto, estudos mostraram que a migracdo de varias
substancias quimicas pode ocorrer durante 0 aquecimento por radiacdo micro-ondas. Um
estudo feito por Nerin et al. demostrou que a liberagdo de compostos provindos de
recipientes plasticos é dependente da temperatura. De acordo com Nerin et al., 0 aumento
da temperatura leva ao aumento na decomposicao de aditivos presentes nos plasticos e a
quebra da cadeia polimérica, ocasionando a liberacao de substancias quimicas provindas da
superficie quente dos plasticos (Nerin, Fernandez et al. 2003). Outros estudos indicam que
ftalatos podem ser liberados durante o aquecimento em forno micro-ondas. Ftalatos n&o
sdo comumente utilizados como plastificantes em polipropileno. Entretanto um estudo
feito por Jen e Liu determinou uma concentracdo média de DBP de 32 pg L™ em 4gua
aquecida por 10 min em um forno micro-ondas, com poténcia de 500 W, em tigelas de
polipropileno (Jen and Liu 2006). Um estudo feito por Gonzales-Castro et al. determinou
uma concentracéo de 0,001 pg L™ de DBP em 4gua aquecida em recipientes plésticos para
micro-ondas (Gonzalez-Castro, Olea-Serrano et al. 2011). Nestes dois estudos, as

condicdes de analise, como duracdo de aquecimento e temperatura ndo foram avaliados.

As caracteristicas dos alimentos devem ser consideradas na avaliacdo de migragédo
dos ftalatos. Os ftalatos sdo lipofilicos e sdo encontrados em altas concentragdes em
alimentos gordurosos, tais como azeite de oliva e outros 6leos (Cavaliere, Macchione et al.
2008; Nanni, Fiselier et al. 2011). No presente trabalho, as concentracbes de DBP
determinadas foram similares as concentracGes reportadas em alimentos hidrofilicos (Feng,
Zhu et al. 2005; Gonzalez-Castro, Olea-Serrano et al. 2011).

Os recipientes plasticos, usados em fornos micro-ondas, sdo usualmente feitos de
polipropileno, no qual o uso de plastificantes néo é essencial e sua adigédo ndo deve ser
intencional. Por isso, testes de migragdo ndo sdo requeridos para embalagens de
polipropileno. Entretanto, Shen reportou a presenca de ftalatos em concentracGes de 1,44
mg kg™ para o DBP, 0,10 mg kg™ para o BBP e 8,72 mg kg para 0 DEHP em recipientes
plasticos que sdo para uso em micro-ondas (Shen 2005). Estes resultados demonstraram

que recipientes de polipropileno podem conter plastificantes. Uma possivel fonte de
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contaminacéo é o uso do catalisador TiCl,/DBP/Mg(OEt), na fabricacdo do polipropileno
(Ohnishi, Yukimasa et al. 2002). Durante o processo de manufatura do polimero, o
catalisador pode sofrer degradacéo e liberar o DBP no material polimérico. Outra possivel
fonte de contaminacgédo poderia surgir a partir do contato dos recipientes do Grupo Il com
alimentos contaminados com ftalatos. O contato frequente com alimentos contaminados
pode causar a contaminacdo dos recipientes quando o uso é prolongado. Muitos estudos
mostram que alimentos sdo contaminados com ftalatos (Casajuana and Lacorte 2004; Del
Carlo, Pepe et al. 2008; Cirillo, Fasano et al. 2011). Esta hipdtese foi considerada porque
as concentracbes de DBP em recipientes plasticos do Grupo Il foram superiores as

concentragdes observadas em recipientes do Grupo |.

No presente trabalho, nos dois grupos de recipientes a concentracdo de DBP foi
menor que 0,3 mg kg™ (limite especifico de migracdo estabelecido para 0 DBP) em todas
as amostras analisadas. A legislacdo para regulamentacdo de ftalatos em varias fontes de
exposicao ndo é estabelecida, porque para muitos compostos, mais estudos de avaliacdo
dos efeitos toxicos a homens e animais sdo necessarios. Com relacdo aos efeitos sobre a
satde, muitos tipos de alimentos podem ser contaminados por elevadas concentracdes de
ftalatos durante o processo de fabricacdo. Assim, existe uma grande necessidade de novos

estudos para avaliar a contaminacgdo dos alimentos pelo ftalatos.

4.4 Concluséao

O método desenvolvido neste estudo foi adequado para quantificacdo de ftalatos
presentes em baixas concentragdes em amostras liquidas. A principal vantagem da
utilizacdo de SPME frente a outros métodos de extracdo é a auséncia de solventes
organicos durante o preparo da amostra. Alguns compostos organicos podem ser toxicos
em baixas concentracGes, assim, menores valores de LOQs s&o requeridos para que seja
possivel a avaliacdo destes compostos em amostras que apresentam pequenas quantidades
dos ftalatos e outros compostos suspeitos de serem toxicos para 0 homem. O uso de SPME
com fibra resfriada permitiu a quantificacdo de ftalatos presentes em baixas concentragoes
nas amostras porque o uso deste método de extracdo leva a um aumento da eficiéncia de
extracdo. A SPME com fibra resfriada pode ser usada para varios outros compostos e
potencialmente pode ser aplicada para o estudo de outros compostos organicos que estao

presentes em niveis traco em diferentes matrizes. O DBP foi encontrado em todas o0s
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recipientes de polipropileno. As analises realizadas mostraram que ha uma maior migracao
de ftalatos em recipientes com um tempo prolongado de uso. Os recipientes deste grupo,
apresentavam pequenas deformacgdes devido ao uso prolongado e sdo menos resistentes ao
aquecimento, o qual pode permitir uma maior migracédo de ftalatos. Os valores encontrados
de DBP estdo de acordo com a legislacdo vigente para a migracdo deste composto,
contudo, outros estudos ainda se fazem necessarios para avaliar 0s possiveis efeitos toxicos
e exposicdo do homem a estes compostos, visto que a ingestdo de alimentos aquecidos em
forno com radiacdo micro-ondas é apenas uma das diversas fontes de exposi¢do. O método
desenvolvido podera ser aplicado em amostras reais de alimentos, se estes possuirem as

caracteristicas do simulante utilizado, como mesmo pH, entre outras.
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CAPITULO 5 — ANALISE DA MIGRACAO DE PLASTIFICANTES PARA CARNE

ASSADA EM SACOS PLASTICOS USANDO SPME E GC/MS

5.1 Aspectos Gerais

Nos Ultimos anos, novos tipos de embalagens plésticas tém sido produzidas como
resultado do avanco tecnoldgico. Estas novas embalagens plasticas surgiram como uma
alternativa para aumentar a conveniéncia no preparo dos alimentos e estdo cada vez mais
sendo introduzidas no cotidiano das pessoas. As embalagens s&o utilizadas em condicdes
que favorecem a migracao dos plastificantes presentes nas embalagens para os alimentos,
tais como a alta temperatura. Como exemplo pode ser citado o uso de sacos plasticos para
assar carne em forno doméstico tradicional, os quais sdo submetidos a temperaturas de no
minimo 100 °C. O uso de plastificantes em recipientes que entram em contato com
alimentos tem sido restrito em muitos paises e varios estudos tém mostrado a presenca
destes compostos em embalagens (EFSA 2005; EFSA 2005; EFSA 2005; Shen 2005; Jen
and Liu 2006; Brasil 2008; EU 2011).

Neste estudo um método analitico foi desenvolvido para analise da migracdo de
plastificantes provindos de sacos plasticos para carnes assadas acondicionadas nestas
embalagens. As técnicas de microextracdo em fase sdlida com fibra resfriada e
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas foram utilizadas para extracao e
analise dos compostos. Os plastificantes dietilftalato (DEP), benzilbutilftalato (BBP),
bis(etilhexil)ftalato (DEHP), bis(etilhexil) adipato (DEHA), dioctilftalato (DOP),
diciclohexilftalato (DCHP), diisobutilftalato (DiBP) e dibutilftalato (DBP) foram
identificados e quantificados.

5.2 Materiais e Métodos
5.2.1. Reagentes

A mistura de ftalatos e adipato EPA 506, que contém os padrées de BBP, DEHP,
DEHA, DBP, DOP e DEP em isoctano na concentragdo de 1000 mg L™, utilizado no
desenvolvimento do método analitico foi obtido da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).
Os padrdes DiBP e DCHP usados também foram obtidos da Sigma-Aldrich. Uma solugéo

estoque na concentragdo de 6,0 mg L™ por composto foi preparada em etanol grau HPLC —

40



J.T. Baker (Xalostoc, Edo De Mex, Mexico). A fibra de poliacrilato 85 um utilizada nos
experimentos foi obtida da Supelco (Bellefonte, PA, USA), e a agua ultra-pura foi
produzida em um purificador Elga Purifier — modelo Classic Purelab UVMK?2. Os sacos
plasticos utilizados foram adquiros em supermecados de Belo Horizonte. Todos 0s
temperos testados nos experimentos foram temperos que vieram acoplados aos sacos

plasticos.
5.2.2. Preparo da Amostra

Para analise da migracdo dos plastificantes presentes nas embalagens, foi realizado
um preparo prévio da amostra de carne de frango. O preparo da amostra incluiu preparo da
carne, o qual foi assada, extragcdo e concentracdo dos analitos. A carne de frango (600 Q)
foi assada por 1 hora e 20 min em forno elétrico convencional (Arno, poténcia de 1000 W).
Foram feitos trés tipos de testes: o frango foi assado com introducdo de pedacos de frango
e tempero no saco plastico; o frango foi assado com introducdo de pedacos de frango no
saco plastico sem a adicdo de tempero; e o frango foi assado em pedacos sem a adicdo de
tempero e sem 0 uso de saco plastico. As analises foram feitas em duplicata.

Para validacdo do método a carne foi assada sem saco plastico e sem adicdo de
tempero. Depois de cozida, cada parte do frango (asa, coxa e peito) foi cortada em
pequenos pedacos e uma aliquota de 13,0 g de cada parte foi introduzida em um béquer
contendo 80,0 mL de &gua. A amostra foi agitada por 30 min com o uso de agitador
magnético. Posteriormente, a amostra foi centrifugada por 20 min e uma aliquota de 19,0
mL foi transferida para um frasco de vidro de 20,0 mL e selada com septos de teflon e
lacres de aluminio para extracdo e concentragdo dos compostos por microextragdo em fase
solida com fibra resfriada (CF-SPME). O tempero que vem agregado na mesma
embalagem do saco plastico também foi avaliado utilizando o mesmo procedimento. A

aliquota de tempero foi de 1,0 g.
5.2.3 Extracao dos Analitos

A extracdo foi conduzida usando a técnica CF-SPME resfriada com nitrogénio liquido
(Menezes and Cardeal 2011). Os analitos foram extraidos por imersdo direta usando uma
fibra de poliacrilato 85 um. A fibra foi pré-condicionada por 1 hora a 280 °C, de acordo
com instrugdes do fabricante.
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5.2.4 Otimizacéo das Condicdes de Extracdo e Dessor¢ao

Uma otimizacdo multivariada foi usada para determinar as condi¢Ges ideais da
metodologia de extracdo e dessorcdo. Para tal, dleo de girassol foi utilizado como
simulante, uma vez que 0s Gleos sdo usados como simulantes para alimentos com
caracteristicas lipofilicas (UE 2011). No processo de otimizacédo, 13,0 g de 6leo de girassol
foi colocado em um béquer contendo 80,0 mL de solugdo aquosa de cada plastificante na
concentracdo de 10,0 pg kg™. A mistura foi agitada por 30 min e, posteriormente, foi
mantida em repouso por 10 min. Uma aliquota de 19,0 mL foi retirada do sobrenadante, no
qual foi feita a extracdo utilizando CF-SPME. A avaliacao das variaveis da metodologia foi
realizada utilizando um planejamento fatorial 2° completo com ponto central. Neste
experimento, tempo de extracdo, temperatura de extragdo (medida no bloco de
aquecimento) e tempo de dessorcao foram variados em dois niveis: 20 e 40 min, 25 °C e 65
°C, 0,5 e 2,0 min, respectivamente. O ponto central foi analisado em triplicata com os
seguintes valores para as variaveis; tempo de extracdo, 30 min; temperatura de extracdo, 45
°C; e tempo de dessorcdo, 1,25 min.

5.2.5 Parametros de Mérito

Os limites de deteccdo (LOD) e guantificacdo (LOQ), precisao intra e inter-ensaios
e linearidade foram determinados e avaliados de acordo com as diretrizes da EURACHEM
(CITAC/EURACHEM 2002). Para avaliacdo dos parametros de mérito o frango foi assado
sem saco plastico e sem tempero. O frango foi posteriormente picado e transferido para um
béquer contendo agua, o qual foi agitado. O sobrenadante foi separado e solugoes padrdes
dos compostos estudados foram adicionadas ao sobrenadante. A concentracdo dos
plastificantes nas amostras foi determinada utilizando curvas de calibragcdo. A curva de
calibracédo foi construida a partir da analise de padrdes em diferentes concentracées: 0,26;
0,52;1,03; 2,05 e 4,07 pg Lt para DEP, BBP, DEHA e DOP; 0,07; 0,13; 0,26; 0,51; 1,02 e
2,02 pg L™ para o DiBP; 0,13; 0,26; 0,52; 1,04; 2,07 e 4,11 pg L™ para o DEHP; 0,07;
0,13; 0,26; 0,52; 1,03 e 2,04 para 0 DBP; 0,07; 0,12; 0,26; 0,51 e 1,02 para 0 DCHP. Cada
ponto foi determinado em triplicatas independentes. A precisdo foi determinada em duas
diferentes concentragdes (0,2 e 2,0 pg L™). Para o DCHP a precisdo foi determinada
somente na concentracdo de 0,2 pg L™. O LOD foi determinado realizando a injecéo de
dez replicatas do branco. A éarea utilizada para calculo do LOD ¢é obtida considerando a

média das areas da injecdo dos brancos mais trés vezes o desvio. Os resultados de area
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foram substituidos na equacdo da curva de calibracdo do analito para se obter o valor de
concentragdo do LOD. O LOQ foi determinado como sendo o menor ponto da curva de
calibracéo.

5.2.6 Sitema Cromatografico

A analise da migracéo de plastificantes foi conduzida em um cromatografo a gas (7890
C — Agilent) acoplado a um espectrometro de massas equipado com analisador de massas
do tipo quadrupolo (5975 C - Agilent). A analise cromatogréafica foi conduzida no modo
splitless por 2 min usando uma coluna HP-5MS Agilent (30 m x 0.25 mm x 0.25 um), o
injetor foi operado na temperatura de 250 °C com um fluxo de hélio de 1.5 mL min™. A
programacéo da temperatura da coluna foi 120 °C por 3 min, seguida de aumento para 190
°C a 20 °C min™, mantida por 4 min, aumento para 250 °C a 2 °C min™, mantida por 1 min
e aumento final para 280 °C a 20 °C min™*, mantida por 1 min. O tempo total de corrida foi
de 44 min. A anélise foi conduzida simultaneamente no modo SCAN (no qual todas os
ions gerados sdo analisados) e SIM (Single lon Monitoing — no qual alguns ions sdo
selecionados para analise) usando ionizacdo por elétrons com energia de 70 eV. A Tabela

5.1 apresenta 0s ions monitorados no modo SIM.

Tabela 5. 1: fons monitorados no modo SIM na anélise de plastificantes

Composto fon (m/z)
DEP 149, 150,177
DiBP 149, 104, 205
DBP 149, 205, 223
BBP 149, 91, 206

DEHA 129, 112
DCHP 149, 167, 249
DEHP 149, 167, 71
DOP 149, 279, 43

5.3 Resultados e Discussao
5.3.1. Otimizacao das CondicGes de Extracédo e Dessorcao
Os resultados obtidos no planejamento fatorial foram avaliados utilizando o software

Statistica v.8. Os parametros significativos no processo de extracdo e dessorcdo foram
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A partir da anélise dos graficos observa-se que o aumento da temperatura e do
tempo aumentam a eficiéncia de extracdo para DiBP, DBP, BBP e DCHP. O aumento do
tempo de dessorcdo aumenta a eficiéncia para o BBP, DEHA e DOP. A interacdo entre
duas varidveis também foi avaliada, contudo esta interacdo s6 foi significativa para o
DCHP no qual a interacdo entre o aumento da temperatura e aumento do tempo de
dessorgdo resulta em um aumento na eficiéncia. De forma geral, uma maior eficiéncia foi
obtida quando o tempo de 40 min, temperatura do bloco de aquecimento de 65 °C e tempo
de dessorcdo de 2 min foram empregados e, portanto estes parametros foram adotados na
analise dos plastificantes. O cromatograma obtido usando as condi¢Bes otimizadas de
extracdo é mostrado na Figura 5.2.
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Figura 5. 2: Cromatograma de massas dos compostos estudados por GC/MS, modo SIM

5.3.2 Parametros de Mérito

A linearidade das curvas de calibracdo foi avaliada utilizando testes estatisticos de
normalidade de residuos (Ryan-Joiner), independéncia de residuos (Durbin-Watson),
homocedasticidade de residuos (Brown-Forsythe), significancia da regressao e desvio da
linearidade (ANOVA) (de Souza and Junqueira 2005). Os testes realizados mostraram que
0s residuos sdo independentes, seguem a distribuicio normal e possuem
homocedasticidade. O teste ANOVA mostrou que a regressao foi significativa e ndo houve
desvio da linearidade, portanto a regressao linear pode ser utilizada para quantificacdo dos
plastificantes. Os resultados obtidos na analise dos parametros de mérito sdo apresentados
na Tabela 5.2.
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Tabela 5. 2: Equacdes e coeficientes de determinacdo dos plastificantes

Coeficiente de

Faixa Linear
Compostos Equagéo Determinacéo
(ug kg™) (R}
DEP 0,26 - 4,07 y = 21045x + 25125 0,9826
DiBP 0,07 - 2,02 y =973062x + 906190 0,9655
DBP 0,07-2,04 y =1.090.514x + 321.312 0,9855
BBP 0,26 - 4,07 y = 817297x + 42548 0,9991
DEHA 0,26 - 4,09 \/§= 231.42x + 336.85 0,9749
DCHP 0,07-1,02 y =535771x - 18778 0,9781
DEHP 0,13-4,11 y = 8.775.000x + 2.559.677 0,9821
DnOP 0,26 - 4,01 \/§= 415.63x + 388.8 0,9774

Os resultados de LOD, LOQ, preciséo intra e inter-ensaio obtidos séo apresentados
na Tabela 5.3

Tabela 5. 3: Precisdo, limites of deteccdo, e limites de quantificacdo dos plastificantes (n

=10)
Precisdo — intra-ensaio Precisdo — inter-ensaio
Composto 0,2 ug Kg* 2,0 ug Kg™ 02pugKgt 2,0pglL™ LC|)<D_1 LC')<Q_1
CV % CV % Hg Kg Hg Kg
DEP 7 11 12 14 0,13 0,26
DiBP 19 8 18 15 0,02 0,07
DBP 9 8 24 18 0,01 0,07
BBP 16 9 33 14 0,18 0,26
DEHA 18 20 17 17 0,03 0,13
DCHP 12 31 0,04 0,07
DEHP 16 24 26 21 0,08 0,13
DOP 16 26 23 23 0,16 0,26

CV: coeficiente de variacdo

Os valores de LOD determinados neste estudo usando CF-SPME foram superiores
ou similares aos valores determinados na literatura. Em um estudo, no qual ftalatos foram
determinados em vinhos, os LODs variaram de 0,10 a 0,15 mg L™ quando SPE foi
utilizado como técnica de extracdo (Del Carlo, Pepe et al. 2008). Em um estudo realizado
por Feng et al. para anélise de ftalatos em leite com 2 % de gordura, no qual HS-SPME foi
utilizada como técnica de extracdo, os LODs obtidos variaram de 0,04 a 1,5 ng g™ (Feng,
Zhu et al. 2005). De uma forma geral, os coeficientes de variagdo foram menores que 20
%.
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5.3.3 Determinacéo dos plastificantes em carne de frango e tempero em contato com sacos

plasticos usados no cozimento de carnes

A carne de frango foi assada utilizando diferentes modos de preparo como descrito
no item 5.2.2. Duas marcas de sacos plasticos usados comercialmente foram avaliadas e
para cada marca dois tipos de temperos que sdo comprados agregados ao saco plastico
foram avaliados. Em cada frango assado, foi retirada uma aliquota de 13 g em trés
diferentes partes do frango. Além das amostras de carne, uma aliquota de 1 g de tempero
foi analisada. Foram retiradas amostras do peito, asa e coxa do frango. Somente dois
ftalatos, DiBP e DBP, foram encontrados nas amostras de carne. Os resultados obtidos séo

apresentados na Tabela 5.4

Tabela 5. 4: Concentragdes de plastificantes determinados em amostras de carne de frango
assada

Saco plastico 1 com tempero 1 Saco pléstico 2 com tempero 3
DiBP DBP DiBP DBP
ug kg™ ug kg™
asa 2,73£2,60 0,44+0,24 asa 0,89 £ 0,66 0,45 £ 0,22
coxa 187+221 0,36+021 coxa 0,28 £0,14 0,26 £ 0,06
peito 1,34+1,47 0,34+0,15 peito 1,31 £1,58 0,72 £ 0,64
tempero 12,87 +£0,67 4,64+1,65 tempero 3572+3,97 21,36+11,28
Saco pléstico 1 com tempero 2 Saco pléstico 2 com tempero 4
asa 0,34+0,47 0,24+0,16 asa 0,69+001 0,52+0,06
coxa 0,64+091 0,34+0,23 coxa 107+150 0,47+0,38
peito 0,06 +0,08 0,26+ 0,06 peito 0,30+0,10 0,87 +0,04
tempero 17,96 +0,25 12,96 +2,17 tempero 1999+981 19,07 +0,62

Saco pléastico 1 sem tempero Saco pléstico 2 sem tempero
asa 0,19 0,24 asa 0,13 0,2
coxa <LOD 0,06 coxa <LOD 0,16
peito <LOD 0,09 peito <LOD 0,21
Carne de frango sem saco e sem tempero
DiBP DBP
ug kg™

asa <LOD 0,04

coxa 0,15 0,15

peito <LOD 0,08
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Os ftalatos DiBP e DBP foram encontrados na maioria das amostras de carne de
frango analisadas. As amostras de carne, no qual frango foi assado com tempero no saco
pléstico, apresentaram concentragdes de 0,01 a 4,57 pg kg™ para DiBP e 0,1 a 1,17 pg kg™
para DBP. Os plastificantes DiBP e DBP foram determinados em todas as amostras de
tempero analisadas nas concentragdes de 12,39 a 38,52 pg kg™ e 3,47 a 29,33 pg kg™,
respectivamente. As amostras de carne de frango assadas no saco pléstico sem a adi¢do de
tempero, apresentaram concentracdes de DBP variando de 0,06 a 0,24 pg kg™. Nestas
condicdes, o DiBP foi determinado em algumas amostras em concentracfes que variaram
de 0,13 a 0,19 pg kg'. As concentracdes destes ftalatos foram semelhantes as
concentracdes encontradas quando o frango foi assado sem tempero e sem 0 uso de saco
pléstico, ou seja de 0,04 a 0,15 pg kg™ para o DBP e 0,15 ug kg™ para o DiBP. De acordo
com os resultados obtidos em cada uma das condicGes foi observado que as concentracdes
dos ftalatos nas amostras foram semelhantes quando o frango foi assado somente com saco
plastico e quando o frango foi assado sem saco plastico. Entretanto, quando tempero foi
adicionado ao frango que foi assado no saco plastico as concentracGes de DiBP e DBP
foram maiores. As analises dos temperos mostraram que as concentracdes destes
compostos sdo relativamente altas nestas amostras. De uma forma geral, foi observado que
as concentracOes de ftalatos nas amostras aumentaram com a adi¢do do tempero. Portanto
pode-se dizer que a presenca de ftalatos nas amostras de carne ndo foi devido a migracao
de plastificantes contidas no saco plastico e sim devido a adi¢do do tempero no momento
do preparo da carne. Este fato poderia ser explicado pela propria contaminacao do tempero

no momento da fabricacdo, devido ao uso de materiais plasticos na industria.

A contaminacdo de alimentos por ftalatos é citada em diversos estudos. Em um
estudo feito por Cirillo et al., no qual ftalatos foram determinados em diversos alimentos, a
concentracdo de DBP em temperos (condimentos ) foi de 7,5 a 19,2 ug kg™. Em outro
estudo conduzido por Schecter et al., as concentragdes de ftalatos em condimentos
variaram de 0,81 a 1 pg kg™ para 0 DiBP e 1,6 a 15,4 pg kg™ para o DBP (Schecter, Lorber
et al. 2013). A concentracdo de ftalatos determinados em alimentos apresenta uma grande
variacdo. Em um estudo feito por Feng and Zhu, para determinar ftalatos em leite de vaca,
as concentracdes de DBP and DEHP foram de 4,07 a 9,79 pg kg™ e 8,40 a 282,90 ug kg™,
respectivamente (Feng, Zhu et al. 2005). Em outro estudo feito por Casajuana e Lacorte,
analisando amostras de leite, DBP and DEHP foram determinados em concentracfes que

variaram de 7,30 a 50,3 pg kg™ e 15,1 a 27,2 pg kg™, respectivamente (Casajuana and
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Lacorte 2004). Em um estudo realizado por Fan et al., no qual alimentos fritos feitos de
farinha foram colocados em contato com embalagens plésticas e de papel, as concentragdes
de ftalatos variaram de 0,8 a 52,4 pg kg™ para o DEP, 62,0 a 42806,8 ug kg™ para o DiBP,
e 84,2 a 16027,2 pg kg™ para o DBP (Fan, Wu et al. 2012). Esta variacdo ocorre devido as
condicdes de fabricacdo e armazenamento do alimento. Além disso, as caracteristicas do
alimento também podem influenciar na contaminagdo por estes compostos. Alimentos
gordurosos normalmente possuem maior concentracao de ftalatos, devido as caracteristicas
lipofilicas destes compostos. DBP e DEHP foram determinados em concentracoes de 22 a
360 pg kgt e 77 a 1643 pg kg?, respectivamente, em amostras de 6leos vegetais
comerciais (Nanni, Fiselier et al. 2011). Em um estudo realizado por Cavaliere et al. as
concentracBes de ftalatos determinadas em azeite de oliva foram de < 149 a 490 ug kg™
para o DBP, < 168 a 4700 pg kg™ para DEHP, < 48 a 1750 ug kg™ para o BBP e < 148
para o DEP e < 4,6 para o DOP (Cavaliere, Macchione et al. 2008) .

A unido européia estabelece um limite especifico de migracdo de 0,3 mg kg™ para o
DBP. Neste estudo as concentragdes para este composto variaram de <LOD (0,01) a 29,33
ng kg. Portanto, em todas as amostras analisadas as concentraces determinadas de

ftalatos estdo de acordo com a legislacdo europeia (EU 2011).

5.4 Conclusoes

Os plastificantes sdo encontrados em uma grande variedade de alimentos e podem
ser toxicos mesmo em baixas concentracfes. Por isso, o desenvolvimento de métodos com
baixos limites de quantificacdo sdo requeridos para sua identificagdo. O método
desenvolvido foi adequado para a quantificacdo dos compostos estudados e permitiu a
quantificacdo de plastificantes ftalatos comumente usados em embalagens de plasticos e
utensilios. A CF-SPME € uma técnica que possui como vantagem a nao utilizacdo de
solventes organicos. Em adicdo a esta vantagem, usando esta técnica, sdo obtidos baixos
limites de deteccédo e de quantificagdo. Os compostos DiBP e DBP foram encontrados na
maioria das amostras; no entanto, a presenca destes compostos em frango assado é devido
a adicdo de temperos durante o preparo da carne. As amostras de tempero analisadas
apresentaram maiores concentragdes de plastificantes do que as amostras de carne.
Portanto, pode-se concluir que a carne sofre contaminacdo dos plastificantes devido a

adicdo de tempero no processo de preparo, pois quando esta foi analisada sem tempero e
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no saco plastico a concentracdo de plastificantes foi baixa. Entretanto, quando o tempero,
que foi previamente analisado foi adicionado as concentragdes dos plastificantes foi maior
na carne. A andlise do tempero mostrou que estes possuem concentracdes maiores de
plastificantes. As concentracGes dos ftalatos determinados nas amostras analisadas de

frango e tempero estdo abaixo do limite estabelecido pela legislacdo europeia.
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CAPITULO 6: ANALISE DE PLASTIFICANTES E ALQUILFENOIS EM
VEGETAIS USANDO SPME E CROMATOGRAFIA A GAS
BIDIMENSIONAL ABRANGENTE

6.1 Aspectos Gerais

Vaérios ftalatos e alquilfendis podem ser encontrados em alimentos, incluindo os
vegetais. Vegetais sdo ingeridos diariamente pelas pessoas e por isso a presenca destes
compostos nestes alimentos pode ser considerada uma fonte de exposigdo ambiental
critica. Estudos comprovam a presenca de alquilfendis e ftalatos em vegetais. A
contaminacdo pode ocorrer durante o cultivo, processamento e/ou armazenamento. No
cultivo a contaminacao pode ocorrer devido a presenca destes compostos em agrotoxicos e
devido a contaminacdo do meio ambiente. Os alquilfendis e ftalatos estdo presentes em
baixas concentracdes em matrizes alimentares e por isso métodos de alta sensibilidade séo
requeridos. A andlise de alquilfendis e ftalatos € comumente feita utilizando a técnica de
cromatografia a gas tradicional (Lopez-Darias, Pino et al. 2010; Liu, Tian et al. 2013;
Mousa, Basheer et al. 2013). Uma alternativa ao uso de cromatografia a gas convencional é
0 uso da cromatografia a gas bidimensional abrangente (GCxGC). A GCxGC tem sido
aplicada para analise de compostos organicos em diversas matrizes, contudo, poucos
estudos citam o seu uso na analise de plastificantes e alquilfendis em matrizes alimentares.

Neste estudo, foi desenvolvido um método analitico para determinagdo de
dibutilftalato (DBP), benzilbutilftalato (BBP), 4-octilfenol (4-OP), 4-tert-octilfenol (t-OP),
4-nonilfenol (4-NP) e 4-tert-butilfenol (t-OP), em vegetais congelados os quais ficam
armazenados em embalagens plasticas para serem comercializados. A extragdo dos

compostos foi feita utilizando SPME convencional seguida da analise por GCxGC-FID.

6.2 Materiais e Métodos

6.2.1 Reagentes

Os compostos DBP, BBP, 4-NP, 4-OP, t-OP e t-BP foram adquiridos da Sigma
Aldrich (St. Louis, MO, USA). Uma solucgéo estoque de cada padrao foi preparada em uma
concentracdo de 2000,0 mg L™ usando metanol grau HPLC (Merck - Darmstadt, Germany)
como solvente. A agua ultra-pura utilizada foi obtida em purificador Diwer Technologies -
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modelo W1. A fibra de poliacrilato 85 um (PA) usada no experimento foi obtida da
Supelco (Bellefonte, PA, USA).

6.2.2 Amostras

Foram analisadas amostras de legumes congelados comercializados acondicionados
em sacos plasticos. As amostras foram adquiridas em supermercados de Almada/Portugal.
Foram analisadas amostras de batata, cenoura e milho. Foram adquiridos vegetais de dois

fabricantes diferentes para cada vegetal.
6.2.3 Preparo da amostra

Foram pesados 15,0 g de cada vegetal em pedagos. As amostras foram adicionadas
a um béquer contendo 40,0 mL de agua e 2,0 mL de metanol, a mistura foi entdo agitada
por um periodo de 30 min utilizando um agitador magnético. Posteriormente o béquer foi
mantido em repouso por 10 min. Uma aliquota de 15,0 mL do sobrenadante foi transferida

para um frasco de extracao.
6.2.4 Extracao dos Analitos

A extracdo foi realizada utilizando o método de microextracdo em fase sélida por
imersdo direta de forma manual, utilizando uma fibra de poliacrilato de 85 pum. Uma
aliquota de 15,0 mL do sobrenadante foi transferido para um frasco de SPME, o qual
continha uma barra magnética para agitacdo. As condi¢cdes de tempo e temperatura de
extragdo foram escolhidos de acordo com a otimizag&o descrita no item 4.3.1. Foi utilizado
SPME na forma convencional. A extragdo foi feita utilizando uma temperatura de 65 °C

(medida no bloco de aguecimento) e tempo de 30 min.
6.2.5 Sistema Cromatografico

As andlises foram realizadas em um sistema GCxGC (Agilent — Modelo 7890)
equipado com um modulador criogénico com jato de dois estagio e detector por ionizagdo
em chamas (FID). O periodo de modulacgdo foi de 5 s e a duragdo do pulso quente foi de
300 ms. A anélise foi feita no modo splitless por 2 min. A temperatura do injetor foi
mantida & 250 °C. O gas de arraste utilizado foi hélio com um fluxo de 1,5 mL min™. Na
primeira dimensdo foi utilizada uma coluna Restek Rtx 5 (5 % difenil/95 % dimetil
polisiloxana) (10 m x 0,18 mm x 0,20 pm) e na segunda dimensdo foi utilizada uma
coluna Agilent DB17 (50 % fenil/50 % metilpolisiloxana) (1,35 m x 0,10 mm x 0,10 pum).
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Na primeira coluna a temperatura inicial foi de 60 °C por 1 min, com aumento para 170 °C
a 10 °C min!, mantida por 2 min, e aumento final para 280 °C a 20 °C min™, mantida por
0,5 min. Na segunda coluna a temperatura inicial foi de 80 °C por 1 min, com aumento
para 185 °C a 10 °C min™*, mantida por 2,5 min, e aumento final para 285 °C a 20 °C min™,
mantida por 0,5 min. A temperatura do modulador foi mantida a 100 °C (40 °C acima da
temperatura da primeira coluna). Os dados foram analisados no software Leco Chroma
TOF GCxGC-FID.

6.2.6 Parametros de Mérito

Os parametros de mérito do método foram avaliados de acordo com o guia da
EURACHEM (EURACHEM 2002). Foram avaliados, linearidade, preciséo inter e intra-
ensaio, limite de deteccdo (LOD) e limite de quantificacdo (LOQ). A curva de calibracdo
foi construida em seis diferentes concentragdes em um intervalo de 0,5 a 6,0 ug L™ para t-
BP, 4-NP, 4-OP e BBP e de 0,2 a 6,0 pg L™ para DBP e t-OP. A anélise foi feita em
triplicata. A preciséo intra e inter ensaio foi avaliada em duas diferentes concentragdes (1,0
e 5,0 ug L. O LOD foi determinado através dos dados de injecdo de 10 replicatas do
branco e da curva de calibracdo. O menor ponto da curva de calibracdo foi considerado
como LOQ.

6.3 Resultados e Discussoes
6.3.1 Parametros de Merito

A analise dos compostos por GCxGC-FID foi feita em concentragdes que variaram
de 0,52 6,0 ug L™ para o t-BP, 4-NP, 4-OP e BBP € 0,2 a 6,0 pg L™ para o t-OP and DBP.
As analises foram feitas em triplicatas independentes. O diagrama de contorno obtido para

0s compostos estudados € apresentado na Figura 6.1
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Figura 6. 1: Diagrama de contorno obtido por GCxGC-FID de alquilfendis e plastificantes
extraidos por SPME; modulador criogénico, periodo de modulacéo foi de 5 s

A linearidade da curva de calibracdo foi avaliada utilizando-se o0s seguintes testes
estatisticos: normalidade de residuos (Ryan-Joiner), independéncia dos residuos (Durbin-
Watson), homogeneidade dos residuos (Brown-Forsythe), significancia da regressdo
(ANOVA) e desvio da linearidade (ANOVA) (de Souza and Junqueira 2005). Os
resultados dos testes estatisticos aplicados mostraram que 0s residuos eram normais,
homocedasticos e independentes para todos os compostos, exceto para o t-BP que
apresentou residuos heterocedasticos. Para os residuos homocedasticos foi utilizacdo para
construcdo das curvas de calibracdo o0 Método dos Minimos Quadrados Ordinarios. Para os
residuos heterocedasticos foi utilizado na constru¢do das curvas o Metodo dos Minimos
Quadrados Ponderados. O teste ANOVA mostrou que ndo houve desvio da linearidade e a
regressdo foi significativa. As equacOes de reta obtidas e os respectivos coeficientes de
determinacgéo (R?), bem como os demais parametros de método avaliados séo apresentadas
na Tabela 6.1.
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Tabela 6. 1: Parametros de mérito obtidos

Precisédo .
Composto Equacéo R? LOEl Lol?_l 10pugl”  50pglL
HY HY Intra Inter Intra Inter

CV (%)
t-BP y = 1,1x10° + 83079 0,9891 0,21 0,50 17,4 19,31 6,9 8,5
t-OP y = 8,0x10° + 644462 0,9906 0,08 0,20 14,4 15,9 95 11,4
4-0OP y =1,1 x10'x + 81382 0,9895 0,14 0,50 12,9 18,9 11,6 13,0
4-NP y = 9,3 x10% — 12089670 0,9893 0,32 0,50 18,5 17,4 16,3 15,8
DBP y = 4,0 x10°x + 86373 0,9894 0,07 0,20 16,0 11,7 12,5 15,2
BBP y = 3,4 x10°x — 207092 0,9892 0,26 0,50 26,0 28,4 15,7 18,4

CV: coeficiente de variagdo

Os valores de coeficinete de vaiacdo obtidos para 0os compostos analisados foram
menores que 20,0 %, exceto para o BBP que apresentou CV de 26,0 e 28,4 % na menor
concentracdo. Provavelmente, o BBP apresentou um maior coeficiente de variacdo devido
a uma menor sensibilidade da técnica na analise deste composto em baixas concentragoes.
De uma forma geral, os valores de precisdo obtidos na concentracdo de 1,0 pg L™ sdo
menores mostrando uma maior variabilidade em concentracbes menores. O teste ANOVA,
em um intervalo de 95% de confianca, foi utilizado para comparacdo dos resultados de
precisdo obtidos para as duas concentracOes avaliadas nos ensaios intra e inter dias. Os
resultados obtidos mostraram que na concentracdo de 5,0 pug L™ as médias e desvios-
padrdes dos ensaios intra e inter dias sdo estatisticamente iguais para todos 0s compostos
avaliados. As médias e desvios-padrdes também foram estatisticamente iguais, para 0s
compostos estudados na concentracdo 1,0 ug L™, exceto para o DBP. Para este composto,

o teste indicou que as médias das areas obtidas séo diferentes nos ensaios intra e inter dias.

Os LODs determinados neste estudo (0,07 a 0,32 pug L™) sdo semelhantes aos
reportados em outros estudos na analise dos alquilfendis e plastificantes em alimentos (Lu,
Wau et al. 2013; Cinelli, Avino et al. 2014). Os LOQs de 0,20 a 0,50 ug L™ e os resultados
de precisdo mostraram que 0 método pode ser aplicado para analise dos alquilfendis e

ftalatos estudados em baixas concentragoes.

6.3.2 Analise de Vegetais por GCxGC-FID

O uso de GCxGC-FID tem-se mostrado uma alternativa eficiente na analise de
alquilfendis e plastificantes. Foi observado que na primeira dimensdo diversos compostos

presentes na amostra possuem o0 mesmo tempo de retengdo dos analitos (Figura 6.2). Na
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cromatografia unidimensional uma coeluicdo de interferentes e analitos poderia ocorrer,
prejudicando a real quantificagdo dos compostos de interesse. O uso de uma segunda

coluna permitiu uma separagdo mais eficiente dos picos, eliminando a co-eluigéo.

)
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Time 1D (s)

Figura 6. 2: Diagrama de contorno obtido por GCxGC-FID em uma amostra de cenoura;
modulador criogénico, periodo de modulagéo foi de 5's

Os alquilfenois e plastificantes foram avaliados em amostras de cenoura, batata e
milho de duas diferentes marcas. Os vegetais foram adquiridos em embalagens de 500 g e
duas embalagens (A e B) de cada amostra foram avaliadas. As concentracdes obtidas para

cada um dos vegetais sdo apresentadas na Tabela 6.2.
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Tabela 6. 2: Concentracdes de alquilfendis e plastificantes determinadas em amostras de

vegetais
Composto Cenoura Milho Batata
Marca 1 Marca 2 Marca 1 Marca 2 Marca 1 Marca 2
A B A B A B A B A B A B
(ug kg™)

t-BP <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
t-OP 0,6 0,6 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
4-OP <LOQ <LOQ <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LO <LO
4-NP <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
DBP 0,5 1,0 0,4 0,5 0,6 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
BBP 2,5 2,0 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ

<LOD: abaixo do limite de deteccdo; <LOQ: abaixo do limite de quantificacdo

As concentracBes dos alquilfendis e plastificantes encontrados nas amostras foram
dependentes do composto e do vegetal avaliado. Os compostos t-BP e 4- NP ndo foram
determinados em nenhuma das amostras estudadas. O composto 4-OP foi observado em
amostras de cenoura e batata, contudo a sua quantificacdo nao foi possivel, pois os valores
de concentragbes determinados estavam abaixo do limite de quantificacdo. DBP foi
determinado em todas as amostras estudadas, contudo, somente nas amostras de cenoura e
em uma amostra de milho, a area obtida foi suficiente para a quantificacdo. t-OP e BBP

foram quantificados somente em amostras de cenoura.

Dentre os vegetais estudados a cenoura apresentou maior nimero de compostos
estudados e as maiores concentracdes, contudo, os valores determinados (0,4 a 1,0 pg kg™)
estdo abaixo do limite de migracdo estabelecido para o DBP e BBP. A Unido Européia
estabelece que o limite especifico de migracdo do DBP e BBP é 0,3 e 30,0 mg kg™,
respectivamente (UE 2011). Uma provavel fonte de contaminagdo das cenouras é a
migracao destes compostos presentes na embalagem para o alimento. As caracteristicas do
alimento pode facilitar que esta migracdo ocorra. Poucos estudos reportam a analise de
alquilfendis e ftalatos em vegetais, contudo, nos estudos realizados a variagdo de
concentra¢do dos compostos nos alimentos é alta. No estudo realizado por Cacho et al.
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para a analise de sete vegetais (alface, milho, rdcula, salsa, acelga, alcachofra em conserva,
cogumelo em conserva), OP e DBP foram encontrados somente em amostras de
alcachofras em conserva na concentracdo média de 2,3 + 0,2 pg Kg* e DBP foi
determinado em amostras de alface na concentracdo média de 13,8 + 0,7 ug Kg™* (Cacho,
Campillo et al. 2012). She et al. determinaram concentracdes médias de 21,59 + 2,3 ug Kg
13339 + 1,4 pg Kg' e 725 + 1,9 pug Kg* de NP em repolho, pepino e milho,
respectivamente (She, Wang et al. 2012). Em outro estudo realizado por Shen et al., 16
ftalatos foram determinados em vegetais de folha cultivados no sul da China e a
concentracdo média encontrada foi de 236,93 mg kg™ de peso seco. Segundo os autores a
concentracdo encontrada neste tipo de vegetal foi elevada porque ele possui maior area
superficial (Shen, Xia et al. 2013).

Os valores determinados no presente estudo variaram de 0,4 a 1,0 ug L™ para o DBP
e2,0e25pg L" para o BBP, e estdo dentro do limite estabelecido pela Unido Européia.

N&o ha limites especificados para os alquilfenois relacionados a migracao.

6.4 Conclusao

Existe na literatura muitas evidéncias de alquilfendis e plastificantes encontrados nos
alimentos em diferentes faixas de concentracdo. Estes compostos sdo suspeitos de
causarem danos ao sistema endocrino de homens e animais mesmo em baixas
concentragOes. Por isso torna-se importante o desenvolvimento de técnicas analiticas
sensiveis que possam detectar e quantificar os alquilfenois e plastificantes em baixas
concentragfes. Neste estudo, o método desenvolvido possibilitou a determinacdo destes
compostos em baixas concentracdes. O uso de SPME ¢é vantajoso quando comparado a
outras técnicas, pois permite a extragdo e concentracdo dos compostos sem 0 uso de
solventes organicos. A técnica de GCxGC foi aplicada com sucesso na analise dos
alquilfenois e plastificantes obtendo-se uma boa resolu¢do dos picos com consequente
diminuicdo de interferéncias alem da alta sensibilidade. Os vegetais sdo alimentos
consumidos cotidianamente pelas pessoas e a presenca de alquilfenois e plastificantes
nestes alimentos pode indicar uma fonte importante de exposicédo. Nas analises realizadas
foi evidenciado que as concentragdes dos plastificantes encontradas nas amostras de
vegetais estdo abaixo do limite especifico de migracdo estabelecido pela legislacéo

brasileira e europeia.
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CAPITULO 7: DETERMINACAO DE METABOLITOS DE
PLASTIFICANTES E BISFENOL A EM MULHERES COM
ENDOMETRIOSE

7.1 Aspectos Gerais

Os ftalatos e BPA s&o suspeitos de causarem alteracdes no sistema enddcrino do ser
humano e por isso torna-se necessario a monitorizacdo bioldgica para avaliar a exposicdo a
estes compostos. A avaliacdo da exposicao pode ser realizada por meio dos biomarcadores
que sdo os metabolitos dos ftalatos e BPA presentes na urina. (IPCS 1993; Amorim 2003).
O uso dos biomarcadores permite a detecgdo precoce de uma exposicao aos ftalatos e BPA
e possibilita estabelecer a associagdo com alteracfes do sistema enddcrino e/ou surgimento
de doencas. Uma das doencas, suspeita de estar relacionada com a elevada concentracéo
destes compostos no organismo, é a endometriose (Reddy, Rozati et al. 2006; Kim, Chun
et al. 2011). A endometriose € caracterizada pela proliferacdo do tecido endometrial para
fora da cavidade uterina (Wu, Hu et al. 2014). Tendo em vista a importancia da associacao
entre essa doenca e a presenca de ftalatos e BPA no organismo, este estudo descreve o
desenvolvimento de um novo método para analise dos metabdlitos de ftalatos e BPA em
urina utilizando LPME e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. A
LPME foi escolhida como técnica de extracdo, visto que a ndo foi possivel a analise por
SPME devido a etapa de derivatizacdo. O derivatizante utilizado deteriorou a fibra de
SPME utilizada. O método foi aplicado para determinacdo de monometilftalato (MMP),
monoisobutilfatalato (MiBP), monobutilftalato (MBP), monociclohexilftalato (MCHP),
mono(etilhexil)ftalato (MEHP), monoiisononilftalato (MiNP), monooctilftalato (MOP),
monobenzilftalato (MBzP) e bisfenol A (BPA) em urina de mulheres com endometriose e
mulheres com auséncia da doenca. A analise comparativa da presenca dos metabdlitos na
urina das mulheres dos dois grupos foi realizada para avaliar a exposi¢éo a estes compostos
e a relacdo entre a exposicao aos metabolitos de ftalatos e BPA e a endometriose. O estudo

foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da UFMG.
7.2 Materiais e Métodos
7.2.1 Reagentes

Os padrGes de MBP e MEHP foram comprados da Dr. Ehrenstorfer GmbH
(Augsburg, Alemanha). O padrdo de MBzP foi adquirido da Cambridge Isotope
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Laboratories (Andover, USA). Os padrdes de MiNP, MOP, MMP, MCHP e MiBP foram
adquiridos da AccuStandard (New Haven, USA). Uma solucéo estoque de 1000,0 mg L™
foi preparada em acetonitrila grau HPLC (J.T. Baker - Xalostoc, Edo. De Mex, México)

para cada um dos compostos.
7.2.2 Otimizacédo da Metodologia
- Escolha do solvente de Extracao

O método de microextragdo em fase liquida foi escolhido para extracdo e
concentracdo dos compostos. O método consiste na introducdo de um solvente em uma
fibra oca, posteriormente introduzida em um frasco contendo a amostra. O solvente
utilizado na extracdo é denominado fase aceptora. Duas fases aceptoras foram avaliadas
para extragcdo dos compostos: o octanol e o decanoato de etila. Para tal, uma fibra oca de
10 cm foi embebida em octanol por 10 s e o excesso foi retirado por meio da introducédo da
fibra em um frasco contendo &gua, o qual foi sonicado por 5 s. A fibra foi preenchida com
35,0 pL de octanol e posteriormente foi introduzida em um frasco contendo 16,0 mL de
uma solucdo aquosa de concentracéo igual a 1,0 mg L™. O frasco foi agitado, através da
introducdo de uma barra magnética de teflon, por 60 min em temperatura ambiente. O

mesmo procedimento foi repetido utilizando decanoato de etila como solvente.
- Planejamento fatorial para otimizacéo da extracédo

As condicdes de extracdo e dos parametros da derivatizacdo foram otimizados por
meio de um planejamento fatorial completo 2° com ponto central. Para tal, uma solucéo
aquosa dos compostos estudados na concentracdo de 500,0 pg L™ foi utilizada. As
variaveis tempo, agitacdo e adicdo de sal, para avaliar o efeito salt in out, foram avaliadas
para a extracdo dos compostos e para a derivatizagdo avaliou-se o tempo, temperatura
(medida no bloco de aquecimento) e quantidade de derivatizante. A interacdo entre estas
variaveis também foi avaliada. As condi¢des para cada teste sdo mostradas na Tabela 7.1 e
Tabela 7.2
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Tabela 7. 1: Planejamento fatorial completo 2° para otimizacéo da extracdo

Experimento Tempo (min)  Agitagdo (rpm) P doergg?zfé}/ir)n
El 40 100 0
E2 70 100 0
E3 40 700 0
E4 70 700 0
E5 40 100 10
E6 70 100 10
E7 40 700 10
E8 70 700 10
E9 55 400 5

E10 55 400 5
E11 55 400 5
E12 55 400 5

Tabela 7. 2: Planejamento fatorial completo 2° para otimizacéo da derivatizacdo

. . Quantidade de
Experimento Tempo (min) derivatizante (L) Temperatura
D1 5 25 25
D2 25 25 25
D3 5 35 25
D4 25 35 25
D5 5 25 50
D6 25 25 50
D7 5 35 50
D8 25 35 50
D9 15 30 37,5
D10 15 30 37,5
D11 15 30 37,5
D12 15 30 37,5

7.2.3 Amostras

Foram coletadas amostras de urina de mulheres, com idade entre 18 e 45 anos,
divididas em dois grupos: mulheres com endometriose (Grupo Estudo) e mulheres que ndo
apresentavam o quadro clinico de endometriose (Grupo Controle). A coleta das amostras
foi realizada no Hospital das Clinicas da UFMG em pacientes voluntarias para o estudo.
As pacientes assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido (anexo A) e

preencheram um questionario (anexo B) para participacdo do estudo. O diagnostico de
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endometriose no Grupo Estudo e no Grupo Controle foi confirmado ou afastado pela
cirurgia de videolaparoscopia com inspeccédo visual da pelve e bidpsia de lesdes suspeitas
(diagndstico histoldgico), realizado no ambulatério de endometriose do Hospital das
Clinicas. Em trés amostras o diagnostico de endometriose foi confirmado pelo exame de

ressonancia.
7.2.4 Extracao dos Analitos

A urina é uma matriz complexa e a analise dos metabdlitos dos plastificantes e BPA
requer um prévio tratamento para o processo de extracdo, tendo em vista 0s mesmos sao
eliminados na urina ligados a substratos endogenos (acido glucurénico). Inicialmente, 16,0
mL da amostra foram transferidos para um frasco de 22 mL, no qual foi adicionado 200,0
uL de tampdo acetato (2,0 mol L™) e o pH foi ajustado 6,0-6,5 com uma solucéo de
hidréxido de aménio (50 % V/V) ou &cido fosférico (6,0 mol L™). Apés o ajuste de pH,
80,0 pL da enzima R-glucoronidase (E. coli) foi adicionada ao frasco contendo a amostra.
A desconjugacdo enzimaética foi feita em uma temperatura de 37 °C durante 90 min
(Frederiksen, Jorgensen et al. 2010). Ap6s o término do processo, o pH da amostra foi

ajustado para 2 utilizando &cido fosforico.

Para a extracdo dos analitos foi utilizada o método de microextracdo em fase
liquida (LPME) com duas fases. O procedimento de extracdo consistiu de 35,0 pL de
octanol introduzidos em uma fibra oca de 10 cm, previamente embebida em octanol por 10
s. A fibra oca contendo o octanol foi colocada dentro do frasco contendo 16,0 mL de
amostra e uma barra magnética para a agitacdo por um periodo de 70 min em temperatura
ambiente. Posteriormente, a fibra foi retirada do frasco de extracéo e o octanol contendo os
analitos foi transferido para um frasco de 2,0 mL, contendo um insert, com o auxilio de
uma seringa. Uma aliquota de 13,0 pL do octanol foi transferida para outro frasco de 2,0
mL, que continha 25,0 L de BSTFA e 5,0 uL de acetonitrila. O frasco foi agitado por 30 s
e em seguida, deixado em repouso por 5 min. Apos o término da derivatizacdo a amostra
foi analisada por GC/MS.

7.2.5 Parametros de Mérito

Para a determinagdo dos pardmetros de mérito foi utilizado como matriz um pool de
urina de mulheres com idade entre 18 e 45 anos, sem diagnodstico ou evidéncia de

endometriose. As concentragdes dos metabdlitos nas amostras de urina foram determinadas
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utilizando curvas de calibragdo em diferentes concentracBes. Para construcdo das curvas
foram feitas analises das concentragcdes em triplicatas independentes. O limite de deteccédo
foi determinado pela injecdo de dez brancos. Os valores de LOD foram obtidos através da
aplicacdo da Equacdo 7.1 para MiNP, pois o metabdlito ndo estava presente no branco.
Para os demais metabolitos, cuja presenca foi observada no branco a Equacgdo 7.2 foi
aplicada. Os valores obtidos nas equagGes foram substituidos na equacdo da reta para
obtengédo da concentracdo. O limite de quantificacdo foi determinado utilizando o menor
ponto da curva de calibracdo. A precisdo foi obtida através da analise de 10 replicatas do
pool de urina com adicdo de padrdo nas concentracdes de 120,0 pg L™ para o MiBP e
MOP, 60,0 pg L™ para o MMP e MBP, 20,0 pg L™ para 0 MCHP, MEHP, MiNP, BPA e
MBzP. A analise foi feita no mesmo dia.

Area para calculo do LOD = média + (3 X desvio)  Equagio 7.1

Area para calculo do LOD = (3 x desvio)  Equagéo 7.2

7.2.6 Sistema Cromatografico

As andlises dos metabdlitos de plastificantes e BPA foram realizadas em um
cromatografo 4 gas (Agilent - 7890 C) acoplado a um espectrometro de massas com
analisador do tipo quadrupolo (Agilent - 5975 C). A anélise cromatogréfica foi feita com
injecdo no modo splitless por 2 min utilizando uma coluna 5% fenil polidimetilsiloxilana
DB-5MS Agilent (60 m x 250 um x 0,25 pum) com uma temperatura do injetor de 250 °C e
fluxo de hélio de 1,5 mL min™. Foi feita uma rampa de temperatura com inicio em 120 °C,
com aumento para 220 °C a 5 °C min™, mantida por 1 min, aumento para 270 °C a 3 °C
min™ e aumento para 320 °C a 20 °C min™*, mantida por 5 min. O tempo total de corrida foi
de 45,2 min. A analise foi realizada no modo SIM (Selected lon Monitoring) com
ionizacdo por elétrons (EI) e energia de 70 eV. As razdes massa/carga (m/z) monitoradas

sdo apresentadas na Tabela 7.3.
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Tabela 7. 3: lons Monitorados no modo SIM na analise de metabdlitos de ftalatos e BPA
derivatizados

Composto fons
MMP 89, 163, 237
MiBP 223, 221, 41
MBP 223, 221,41
MCHP 221, 223, 239
MEHP 223, 221, 239
MiNP 221, 223, 239
MOP 223,221, 163
MBzP 91, 179, 163
BPA 357, 372, 207

7.3 Resultados e Discussoes

O cromatograma obtido para a analise dos metabdlitos de ftalatos e BPA
derivatizados por GC/gMS no modo SIM é apresentado na Figura 7.1.
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Figura 7. 1: Cromatograma de massas dos compostos estudados apds derivatizagdo por
GC/gMS, modo SIM
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7.3.1 Otimizacéo da Metodologia
- Escolha do solvente de extragdo

Para comparacao entre as fases aceptoras foi realizada a analise das areas obtidas e
o0s resultados sdo apresentados na Figura 7.2. O solvente octanol, quando utilizado no
recobrimento e preenchimento da fibra oca, apresentou uma maior eficiéncia de extracdo

para todos 0s compostos, e portanto, foi escolhido como solvente de extracao.

5,0E+07 - & Octanol
4,0E+07 1 ® Decanoato de Etila
A
r 3,0E+07 -
e
a 2,0E+07 -
1,0E+07 -
0,0E_‘_OO _ - r 0 m— = . - . 3 .
MMP MIBP MBP MCHP MEHP MINP MOP BPA

Figura 7. 2: Comparacdo dos solventes utilizados para extracdo dos metabdlitos de
plastificantes e BPA em urina

- Planejamento experimental para escolha das condi¢Oes de extracdo

Para as analises dos resultados obtidos através dos experimentos feitos pelo
planejamento fatorial utilizou-se o software Statistica. Os graficos de Pareto obtidos séo

apresentados na Figura 7.3.

66



e
[Fysal

EAgao

[1yTampa

1pars

Zpard

1pac2

A0

(1T emp

(a) MMP

.

% 18612

.

o =
=]
= =

L

__._QE.__._.,.__.__

n

p=0.05
Efeito Padmnizado Estimado (Valkor Absoluin)

(c) MBP

s 7
.
=

%5&1
)

5,702

-
-
o

p=0.05

Efeip Padmnizade Estimado (Valor Absoluin)

(e} MEH P

(1T empa /// % e
EMgara / // % s

w
w3
2p0cs % = 121‘3§
E &ito Padronzado Estmado (' slor Absoluto)
(g} MnOP
- /// 7o
(1T emmpas /// % e
o~ 7
2006 % E 1|r6'a-
)

E&ito Padronizado Esfimado {Valor Absoluto)

(b) M1BP

frals =]

. =

{1JT empa

. ™

Tpocz

.

(1]T empa

EpAgRac0

poc2

p=0,E
Efeito Padronizado Estimado (Valor Abs ol uto)

{d) MCHP

.
7

% e

=

[ssal :
i
p=0,05
Efeile Fadmnizade Estimado (Valor Absoluie)
(MNP
{1jTempo /// % o 1474
(Zr=a //// % -8.530
w—; e
s ki
-
=005
E feito Padmnizado Estimado (Valor Absoluin)
(h) BPA
angt . ™
[F)Eal % - 1B
Tport % 1478
1pos3 % mame ;
o0t % -0.1% |

p=0.05

E &ito Padronizado Esfimado {alor Absoluto)

Figura 7. 3: Graficos de Pareto obtidos no planejamento fatorial
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A andlise dos graficos mostrou que as variaveis tempo de extracdo e agitacdo foram
significativas, em um intervalo de 95 % de confianga, para todos 0s compostos estudados.
O aumento do tempo e agitacdo favoreceram a extracdo dos compostos. Portanto, um

tempo de 70 min e agitagcdo de 700 rpm foram utilizados para extracdo dos compostos.

A variavel adicdo de sal foi significativa, em um intervalo de 95 % de confianca,
para 0s compostos estudados, exceto para os compostos BPA e MCHP. A adic¢édo de sal
favoreceu a extracdo dos compostos MMP, MiBP e MBP. Para os demais compostos a
adicdo de sal diminuiu a eficéncia de extragdo. Além disso, foi observado posteriormente
que em baixas concentracBes a eficiéncia de extracdo é significativamente afetada e
prejudica a quantificacdo de determinados metabdlitos de plastificantes. Portanto, a adicdo

de sal foi eliminada do método de extracéo,
- Planejamento experimental para determinacdo dos parametros da derivatizacédo

Os resultados obtidos para o planejamento fatorial para a determinacdo das
condigdes de derivatizagdo foram avaliados através do software Statistica. Os resultados
séo apresentados na Figura 7.4.

(E) LA (b) MIBP

2por3 |

-0,79897
(1)Tempo % -1,3251
(3)Temperatura p // 2 -0,789803 1por2 % 110239

2por3 % 0,7156944
3)Temperatura 0,5661234

|

(1)Tempo

\w

1por3 -0,394774

\

(2)derivatizante % 0,2328799 (2)derivatizante % -0,061773
7
1por2 j -0,212459 1por3 -0,041355
p=0,05 p=0,05
Efeito Padronizado Estimado (Valor Absoluto) Efeito Padronizado Estimado (Valor Absoluto)

Figura 7. 3: Graficos de Pareto obtidos no planejamento fatorial para otimizacéo da
derivatizacao
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Os gréaficos de Pareto obtidos para cada composto mostraram que nenhum dos
parametros estudados foram significativos em um intervalo de 95 % de confianga dentro
do dominio experimental avaliado. Portanto, a derivatizacéo foi realizada na temperatura
de 25 °C e tempo de 5 min. Outros estudos também reportam que alguns compostos
reagem em segundos com BSTFA (Basheer, Parthiban et al. 2005) e um pequeno tempo de

derivatizacdo € necessario.

7.3.2 Parametros de Mérito

As curvas de calibracdo foram construidas em diferentes concentracdes para 0s
metabdlitos. Os resultados referentes a faixa linear, equacdo de regressdo, LOD, LOQ e
precisdo sao apresentados na Tabela 7.4:

Tabela 7. 4: Resultados obtidos na avaliagdo dos parametros de mérito para os metabolitos
de plastificantes e bisfenol A

. . Preciséo -
Compound Faixa I_Ll_r:ear Equation R? LOL[_)l LOLQ_l CV (%)

Hg Hg Hg Intra Inter

MMP 20 - 1000 y =7900,5x + 12069 0,9953 18,8 20,0 12,0 15,9
MiBP 40 - 1000 y =58117x - 16899 0,9886 31,1 40,0 16,0 18,6
MBP 20 - 500 y = 66698x + 370655 0,9961 6,5 20,0 12,8 17,9
MCHP 5-100 y = 84831x - 260516 0,9926 4,1 50 12,2 18,0
MEHP 10 - 200 y =98403x - 404866 0,9867 7,8 10,0 12,6 19,5
MiNP 5-200 y = 34695x - 51604 0,9920 3,7 50 15,4 19,7
MOP 40 - 1000 y = 79339x - 722901 0,9904 11,3 40,0 15,7 18,6
MBzP 20 - 100 y =66773x - 372719 0,9747 7,7 20,0 11,7 19,3
BPA 5-100 y = 327231x + 521643  0,9826 08 5,0 139 17,1

CV: coeficiente de variagcdo

A linearidade da curva de calibracdo foi avaliada utilizando-se os seguintes testes
estatisticos: normalidade de residuos (Ryan-Joiner), independéncia dos residuos (Durbin-
Watson), homogeneidade dos residuos (Brown-Forsythe), significancia da regressdo
(ANOVA) e desvio da linearidade (ANOVA) (de Souza and Junqueira 2005). Os
resultados dos testes estatisticos aplicados mostraram que 0s residuos eram normais,
homocedasticos e independentes para todos os compostos. A precisdao foi determinada

através da injecdo de dez replicatas do pool de urina com adicdo de padrdo dos compostos
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estudados no mesmo dia. Os coeficientes de variacdo determinados apresentaram uma
variagdo menor que 20 %. Os coeficientes de variacdo obtidos apresentaram valores
semelhantes aos obtidos em outros estudos quando outras técnicas de extracdo sdo
utilizadas. Em um estudo feito por Dewalque et al., no qual ftalatos foram determinados
em amostras de urina, os coeficientes de variacdo variaram entre 18 e 20 % para MBP,
MiBP, MBzP e MEHP quando SPE foi utilizada como técnica de extragdo (Dewalque,
Pirard et al. 2014). Em outro estudo Frederiksen et al. obtiveram coeficientes de variagdo
que variaram entre 3,9 e 21,7 % para analise de MBP, MiNP, MOP, MiBP, MBzP e MEHP
em urina quando SPE foi utilizada para extracdo dos compostos (Frederiksen, Jorgensen et
al. 2010)

7.3.3 Determinacdo da concentracdo dos metabdlitos de plastificantes e bisfenol A em

urina de mulheres

As concentracdes de metabolitos dos plastificantes e BPA foram determinadas em
dois grupos de mulheres: mulheres com endometriose (Grupo Estudo) e mulheres sem
endometriose (Grupo Controle). Foram analisadas amostras de 20 mulheres do Grupo
Estudo e 10 mulheres do Grupo Controle, cujos resultados sdo apresentados na Tabela 7.5.
Os valores encontrados em pg L™ foram corrigidos pela quantificacdo da creatinina

urindria.

Para comparacgdo dos dois grupos é necessario considerar a variacdo diurética dos
individuos. Para tal, a concentracdo de cada metabdlito foi dividida pela concentracdo de
creatinina em cada amostra de urina. As concentra¢cdes dos metabo6litos com o ajuste pela
creatinina sdo apresentadas na Tabela 7.5. A creatinina foi determinada por método

colorimétrico utilizando um kit de dosagem de creatinina (Labtest).
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Tabela 7. 5: Concentracdo dos metabdlitos dos plastificantes e BPA em urina de mulheres

do Grupo de Estudo e Grupo Controle, corrigidos pela creatinina urinario (ug g

creatinina)

Grupo Estudo

AMOSTRA MMP MiBP MBP MCHP  MEHP MiNP MOP MBzP BPA
(ug ™)
1E - - - - - - - - -
2E - 79,1 - 6,5 10,0 - - - 45
3E - 169,1 - 41,3 - 38,9 - - -
4E - 69,7 - - - - - - -
5E 85,8 49,1 - - 10,4 - 670,2 - -
6E 215 424.,9 137,5 2,7 6,0 9,8 - - -
TE - - - - - - - - -
8E - - - - - - - - -
9E 114,4 389,3 - - - - - - -
10E - 446,7 - - - - - - -
11E - 132,4 50,8 12,2 26,2 8,4 - - -
12E - - 191,8 - 79,7 - - - -
13E 29,4 160,8 72,2 6,3 38,0 - - 28,5 15,9
14E - 115,0 53,4 10,9 55,9 21,2 - - -
15E - 169,6 78,1 7.4 0,0 21,8 - 19,0 -
16E - 160,6 56,3 - 17,8 137,6 - - -
17E - 127,2 - - 41,8 20,7 - - -
18E - - - - - 249,0 - - -
19E - - - - - 151,2 - - -
Grupo Controle
AMOSTRA MMP MiBP MBP MCHP  MEHP MiNP MOP MBzP BPA
(ug g™)

1C - - - - 9,2 - - - -
2C 45,3 310,0 72,4 3,9 40,6 34,7 - - 8,8
3C 15,5 81,2 - - 12,5 11,6 - - -
4C - 110,8 - - 26,9 14,5 - - -
5C - - - - - - - - -
6C 255,4 68,2 114,6 - - - - - -
7C - - - - - 26,4 - - -
8C - 218,1 41,9 12,1 - - - - -
9C - - - - - 11,2 - - -
10C - - - - - - - - -

As amostras de urina apresentaram concentracfes variadas dos metabolitos
estudados. Os metabdlitos MMP, MiBP, MBP, MEHP e MINP estavam presentes em
muitas amostras de urina de mulheres do Grupo Estudo e do Grupo Controle. A Figura 7.5

mostra os graficos de efeitos obtidos, bem como seus respectivos valores de P utilizando
analise de variancia (ANOVA).
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Figura 7. 4: Grafico de efeito obtido na analise de variancia dos compostos (a)MMP, (b)
MiBP, (c) MBP, (d) MEHP e (e) MiNP

Através da analise da ANOVA foi observado que ndo houve diferenca significativa,
em um intervalo de confianca de 95 %, entre o Grupo Estudo e Grupo Controle para os

compostos avaliados.

As concentracdes medianas dos dois grupos foram avaliadas através do teste de
Wilcoxon rank sum que mostrou que nao ha diferenca significativa entre os dois grupos
para nenhum dos metabdlitos determinados, considerando-se um intervalo de 95 % de

confianca.

Alguns estudos realizados anteriormente mostraram uma associagdo entre a
endometriose e a concentracdo de metabdlitos de ftalatos em amostras biologicas. Um
estudo realizado por Reddy et al (2006) para determinacdo de ftalatos em amostras de
plasma de mulheres indianas com endometriose mostrou uma correlacéo positiva entre os
ftalatos e a presenca de endometriose (Reddy, Rozati et al. 2006). Kim et al. (2011)
mostraram uma relagéo entre a quantidade de DEHP e MEHP em amostras de plasma e a
presenca de endometriose em estagio avancado em mulheres coreanas (Kim, Chun et al.
2011). Um estudo realizado por Upson et al. mostrou uma associacao entre endometriose a
concentracdo de metabolitos de DEHP na urina de mulheres com diagnéstico da doenca,

contudo neste mesmo estudo os autores relataram que a associagdo entre endometriose e
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outros metabdlitos de ftalatos (MBzP e MEP) néo foi significativa (Upson, Sathyanarayana
et al. 2013). Outros estudos realizados também ndo mostraram uma relacéo entre ftalatos e
a endometriose. Um estudo feito por Itoh et al., sobre anélise de metabolitos de ftalatos em
urina de mulheres japonesas com endometriose e em urina de um grupo controle mostrou
que ndo houve associacdo entre metabolitos de plastificantes e endometriose (Itoh, lwasaki
et al. 2009).

7.4 Conclusoes

Neste estudo foi desenvolvido um método para avaliacdo de oito metabolitos de
plastificantes e BPA em amostras de urina. O método desenvolvido possui linearidade,
precisdo e limites de deteccdo e quantificacdo adequados para as analises propostas.

A endometriose é uma causa comum de infertilidade em mulheres e ainda possui
etiologia pouco conhecida. A relacdo entre a endometriose e a concentracdo dos
metabolitos de EDC foi avaliada por meio de um estudo caso-contole e os resultados
obtidos ndo evidenciaram uma relacdo entre a concentracdo dos metabodlitos e o quadro
clinico de endometriose. Os metabolitos de ftalatos ndo foram encontrados em todas as
amostras, portanto, analises de um ndmero maior de mulheres seria necessario para

reafirmar a relacdo positiva entre endometriose e os ftalatos.
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CAPITULO 8 — CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo foram desenvolvidos métodos cromatograficos para analise de
plastificantes, alquilfendis e BPA em amostras de alimentos e de urina. Para cada método
um estudo de otimizacdo do preparo da amostra foi realizado. Os parametros de mérito

também foram avaliados e os métodos mostraram-se adequados ao estudo proposto.

O método desenvolvido para avaliar a migracdo de plastificantes de recipientes
plasticos para o alimento, utilizando agua como simulante, permitiu avaliar a contaminacao
pelo uso de aquecimento de alimentos em recipientes plasticos em forno com radiacao
micro-ondas. O forno com radiacdo micro-ondas estd presente em quase todos os lares e é
comumente usado para aquecimento de alimentos dentro de recipientes plasticos. O estudo
mostrou que a migracao de plastificantes para alimento ocorre, principalmente, quando
recipientes com prolongado tempo de uso sdo empregados no processo de aquecimento.

Outra possivel fonte de contaminagdo alimentar por plastificantes e alquilfendis
estudada foram nos vegetais congelados armazenados em sacos plasticos, que sdo
consumidos diariamente pela populacdo. Neste estudo, o0 método desenvolvido permitiu a
quantificacdo de plastificantes e alquilfendis, em baixissimas concentracdes. O método
GCxGC desenvolvido para a determinacdo de plastificantes e alquilfendis em amostras de
vegetais mostrou-se uma eficiente alternativa para a analise destes compostos, uma vez que
0 uso de GCxGC permitiu uma maior separacdo dos compostos diminuindo portanto,

possiveis interferentes provindos da matriz.

Outra parte do trabalho foi o estudo da migracdo de plastificantes para alimentos
assados, quando sacos plasticos que suportam altas temperaturas sao utilizados no preparo
de carne de frango. Novas tecnologias estdo cada vez mais sendo introduzidas no cotidiano
e avaliacdo do impacto que estas podem causar & saude sdo necessarias. O método
desenvolvido permitiu a quantificagdo de plastificantes em carnes de frangos que foram
assados em sacos platicos segundo as orientacbes de preparo recomendadas pelos
fabricantes destes sacos. Ndo foi observada migracao significativa dos plastificantes para
as carnes analisadas, entretanto observou-se contaminagdo por plastificantes no tempero

fornecido para o preparo da carne.

O estudo de plastificantes em alimentos apresentou algumas das diversas fontes de

contaminagdo humana por plastificantes, contudo, para avaliar a exposicao real e completa
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aos plastificantes € necessario avaliar a presenca destes compostos no organismo. Esta
avaliacdo foi feita atraves da analise de metabolitos dos plastificantes e BPA em amostras
de urina, utilizando-se um novo método de cromatografia gasosa com microextragdo em
fase liquida. O método desenvolvido mostrou-se eficiente e permitiu a quantificacdo destes
compostos em amostras de urina. Neste estudo uma relacdo entre a concentracdo de
metabdlitos de plastificantes e BPA nas amostras de urina de mulheres e a presenca de
endometriose foi avaliada. A comparacdo entre um grupo de mulheres com endometriose e
um grupo controle foi realizada, observando-se que nao houve diferenca significativa nas
concentracdes dos metabdlitos determinadas nas amostras de urina dos dois grupos quando

estes sdo avaliados por testes estatiscos.

Os plastificantes e BPA sdo suspeitos de causarem diversos disturbios no sistema
endocrinos e 0 método desenvolvido foi aplicado na analise de plastificantes e BPA em
urina de mulheres com endometriose, mas considerando-se a bom desempenho do método
(linearidade, precisdo e limite de quantificacdo) elepodera futuramente ser utilizado para

avaliar a relagéo destes compostos com outras doengas.
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ANEXOS

Anexo A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

DETERMINACAO DE DESREGULADORES ENDOCRINOS NA URINA DE
MULHERES COM ENDOMETRIOSE

Prezada Senhora,

Gostaria de convidéa-la a participar de um estudo cientifico que tem o objetivo de gerar novos conhecimentos

sobre a endometriose e outras doengas do ovario.

I. INFORMACOES SOBRE A PESQUISA

Esta pesquisa quer estudar novos testes para identificar alteracdes hormonais na urina de mulheres com
endometriose para o diagnéstico da doenca. Além disso, a pesquisa quer estudar material de bidpsia
(pequenos pedacinhos retirados da parte de dentro do Gtero, do peritbnio- membrana que protege seus
orgaos- e dos ovarios) para identificar como a doenga invade o organismo de umas mulheres mais do que de
outras. Esse material de biopsia ja seria retirado no momento da sua cirurgia, independente do estudo, sem
nenhum risco adicional para a senhora. Durante a cirurgia, a senhora estari anestesiada e ndo tera
desconforto algum. A endometriose pode acometer pessoas sem sintomas, e também pode ser confundida
com outras doencas. Ainda ndo se sabe porque em algumas mulheres a doenca é leve e em outras ela é tao
grave. Sendo assim, estudaremos também pessoas saudaveis que pretendem fazer ligadura de trompas,
assim como pessoas que serdo operadas de cisto de ovario (de qualquer tipo) ou qualquer outra doenca
ginecoldgica benigna. Este material sera submetido a exames para identificar substéncias possivelmente
relacionadas ao efeito da endometriose e cistos ovarianos sobre os ovarios. A coleta de material sera
realizada no Hospital das Clinicas da UFMG onde o mesmo serd avaliado. Os resultados dos exames
serdo utilizados para o respectivo estudo, resguardado o sigilo do paciente. O material coletado
sera armazenado e, caso nao utilizado em sua totalidade, ser4 armazenado para estudos futuros.

Caso isso aconteca, a senhora sera contactada para autorizar seu uso.

Il. SIGILO DOS DADOS
Todos os seus dados serdo confidenciais, sua identidade ndo serd revelada publicamente em hipdtese
alguma e somente os pesquisadores envolvidos neste projeto terdo acesso a essas informacdes, que serdo
utilizadas somente para fins de pesquisa. Os dados obtidos serdo utilizados para elaboracdo de artigos

cientificos, sendo garantida a confidencialidade da identidade dos pacientes participantes da pesquisa, sendo
que material residual (ndo utilizado neste estudo) serd mantido em arquivo e podera ser utilizado para futuros
projetos de pesquisa apés sua autorizacdo. Caso deseje, é possivel pode optar pela destruicdo deste

material residual.

lll. BENEFICIOS DA PESQUISA

Este estudo trara informacdes que poderdo ajudar muitas mulheres no futuro. O conhecimento de algumas

alteragdes hormonais associadas a endometriose podera ajudar no desenvolvimento de novos métodos para
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diagnosticar e acompanhar a doenca. O estudo das bidpsias podera ajudar a entender como a doenca invade
0 organismo e o qué esta envolvido na gravidade da doenga, podendo, no futuro, auxiliar no desenvolvimento
de novos medicamentos ou maneiras de se bloquear o avangar da doenga.

IV. RISCOS

A coleta de urina sera realizada no Ambulatério Jenny Faria do Hospital das Clinicas em frasco estéril, da
mesma forma que se colhe o exame de urina rotina. Nao ha qualquer risco envolvido neste procedimento.

Sera necessario assepsia local com sabonete. Esta assepsia nédo esta associada a desconforto.
V.RESSARCIMENTO DAS DESPESAS

N&o esta prevista qualquer forma de remuneracdo para as voluntarias, nem ressarcimento de despesas (ndo
havera ajuda de custo para as voluntadrias nem mesmo para deslocamento até o hospital. Entretanto, as
despesas especificas relacionadas com o estudo sé@o de responsabilidade dos pesquisadores.

V. DEMAIS ESCLARECIMENTOS

Vocé tem total liberdade para esclarecer qualquer duvida que possa surgir durante a pesquisa. Vocé podera
recusar-se a participar deste estudo e/ou abandona-lo a qualquer momento, sem precisar se explicar. A
aceitacdo ou néo da participacédo neste estudo nao influenciara no seu tratamento.

VI. TERMO DE CONSENTIMENTO

Eu, voluntariamente, concordo em

participar desta pesquisa no Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais. Estou ciente do

exposto acima e ainda de que esta pesquisa nao trara qualquer prejuizo a minha saude.

Belo Horizonte,............... [0 [T (o [

Assinatura da voluntaria

Assinatura da pesquisadora

Pesquisadores: - Profa. Leliane Coelho André - Departamento de Analises Clinica e Toxicoldgica,
Universidade Federal de Minas Gerais, Av. Antdnio Carlos, Pampulha 6627 - Belo Horizonte/MG 31270901,
Brasil Telefone: (31) 34096832. Email: leiliane@ufmg.br

- Profa Méarcia Mendonga Carneiro — Av. Prof. Alfredo Balena, 190- Belo Horizonte - MG - Brasil - Cep 30130-
100 Telefones:(31) 99573341/34099764. E-mail: marciamc@medicina.ufmg.br

COEP-UFMG: Av. Antonio Carlos, 6627- Unidade Administrativa Il — 2° andar sala 2005 Cep:31270-901.
Telefax:(31) 3409-4592 . email:coep@prpg.ufmg.br
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Anexo B - Questionario

Determinaco de Desreqguladores Endécrinos na Urina de Mulheres com Endometriose

IDENTIFICACAO DA PACIENTE

Nome: Tel: Co
digo: End:

Altura: Peso: Idade:

Profissdo:

Formagcdo escolar: 1° grau O 2° grau completo O 2° grau incompleto O

3° grau completo 0 3° grau incompleto O
Estado civil:  solteirad casada O divorciada O vilva O

INFORMACOES PESSOAIS

Tem exposi¢do ocupacional com substancias quimicas? Sim O Né&o O
Vocé ingere bebida alcodlica? nunca O 1-3 vezes/més O 1-2 vezes/semanall
3-4 vezes/semanad 5-6 vezes/semanad todos os diasO
Fuma? Sim O Né&o O
Se sim, qual a frequéncia: 1-2 cigarros/dia O 5-10 cigarros/dia O Mais de 10 cigarros/dia
O

Diagnostico de endometriose: Sim O N&o O Obs:

Existe algum caso de mulheres com endometriose na sua familia?
N&o O Sim O Se sim, qual grau de parentesco?

Com que idade vocé teve sua primeira menstruacdo?
Como foi seu periodo menstrual no Gltimo ano?

Regular O Irregular O Outro O Descreva:

No dltimo ano, qual foi a duracdo  habitual do seu ciclo menstrual

Vocé faz uso de anticoncepcional oral? sim O ndo O Obs:

INFORMACOES ADICIONAIS

Tem contato com praguicidas? sim O ndo O
Com quem frequéncia vocé come carne? nunca O Diariamente O
1-3 vezes/semana O  4-6 vezes/semana O
Com que frequéncia voceé ingere peixe? nunca 0  1-2 vezes/semana O
3-4 vezes/semana O lvez/més O

Com gue frequéncia voceé ingere vegetais? nunca O Diariamente 0 1lvez/més O
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1-3 vezes/semana O  4-6 vezes/semana O
Com gue frequéncia vocé ingere frutas? nunca O Diariamente 0 1vez/més O
1-3 vezes/semana O 4-6 vezes/semana O
Com que frequéncia vocé ingere alimentos preparados em micro-ondas? nhuncad
Diariamente O lvez/més O 1-3 vezes/semana O 4-6 vezes/semana O
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