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RESUMO - A seguranca dos alimentos € um tema de grande importancia e as demandas
por produtos mais seguros sdo crescentes. Dentro desse contexto, a embalagem tem um papel
fundamental na cadeia de alimentos e bebidas. Além das fun¢cBes de preservacao/conservagado que
o sistema de embalagem deve conferir, ele deve ser especificado a fim de evitar a transferéncia de
substancias deste sistema para os produtos alimenticios. A embalagem € um sistema complexo,
sendo constituido, muitas vezes, por varios componentes, dentre eles, as tintas de impressao. De
maneira geral, tintas de impressdo sdo misturas de corantes ou pigmentos, polimeros,
plastificantes, solventes e aditivos. Podem ser sistemas a base de agua ou de solvente, 6leo-
resinosos ou curaveis por radiacdo ultravioleta (UV) ou por feixe de elétrons (EB). As tintas
curaveis por radiacdo UV sdo sistemas liquidos reativos compostos por oligbmeros, solventes
reativos, aditivos, corantes ou pigmentos e fotoiniciadores capazes de formar polimeros
termorrigidos por reagéo de polimerizacéo e de reticulacao induzidas por radiagédo. O fotoiniciador é
responsavel pela absor¢éo da radiacdo UV e é capaz de iniciar a reacdo de polimerizacdo através
de mecanismos de reacdo especificos. Varios fotoiniciadores estdo disponiveis comercialmente,
sendo a Benzofenona (BP) um dos mais empregados. No entanto, a BP pode migrar para
alimentos como constatado em diversos artigos publicados. Assim, esse projeto teve como objetivo
desenvolver e validar métodos para determinacdo da migracdo especifica de BP em simulantes de
alimentos estabelecidos pelas legislacfes de materiais para contato com alimento. A determinacéo
da BP foi feita em cromatografo liquido de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos
operando com coluna de fase reversa, fase modvel acetonitrila (15%) em &gua e leitura no
comprimento de onda de 252 nm. Os parametros avaliados foram seletividade, linearidade, limite
de deteccdo e quantificacdo, repetibilidade, exatiddo e robustez. Os limites de deteccdo e
quantificacdo determinados foram de 0,012 mg/L e 0,12 mg/L para o Etanol 50% e 0,004 mg/L e
0,10 mg/L para o é&cido acético(3%), respectivamente. Esses resultados foram considerados
satisfatorios, ja que o LME da BP é 0,6 mgl/L.
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ABSTRACT- Food safety is a subject of great importance and the demands for safer products are
constantly increasing. Within this context, packaging has a key role in the food and beverage chain.
Besides the protection/preservation functions that packaging system must provide, it should be
specified to prevent the transfer of substances from this system to food products. Packaging is a
complex system which often consists of several components, among them, printing inks. Generally,
inks are mixtures of dyes or pigments, polymers, solvents and additives. They could be water or
solvent-based, oleo-resinous or energy-curing (ultraviolet (UV) or electron beam (EB)) systems. UV
curable inks are reactive liquid systems formed by oligomers, solvents, additives, dyes or pigments
and photoinitiators, which are capable of producing thermosetting polymers by polymerization and
radiation-induced crosslinking reactions. The photoinitiator is responsible for absorption of UV
radiation and it is capable of initiating the polymerization using specific reaction mechanisms.
Several photoinitiators are commercially available and Benzophenone (BP) is one of the most
employed. However, BP can migrate to food and/or simulants as stated in several published papers.
Therefore, the aims of this project are develop and validate methods for determining the specific
migration of BP to food simulants established by food contact materials legislation.The
determination of BP was carried out using a HPLC with DAD detector operating with a reverse
phase column, mobile phase acetonitrile (15%) in water and wavelength of 252 nm. The parameters
evaluated were selectivity, linearity, limits of detection and quantification, repeatability, accuracy and
robustness. The limits of detection and quantification determined were 0.012 mg/L and 0.12mg /L
in 50% ethanol and 0.004 mg / L and 0.10 mg / L for acetic acid (3%), respectively. These results
were satisfactory as the SML of BP is 0.6 mg / L.

Key-words: Photoinitiators, Benzophenone, Migration, Packaging, UV curable inks.
1 INTRODUCAO

A seguranca dos alimentos € tema de grande importancia e as demandas por produtos mais
seguros sao crescentes por parte dos consumidores, dos 6rgaos publicos e do setor produtivo.
Dentro desse contexto, a embalagem tem um papel fundamental na cadeia de alimentos e bebidas,
pois, além das funcdes de preservacao/conservacdo que o sistema de embalagem deve conferir,
ele deve ser cuidadosamente especificado a fim de evitar a transferéncia de substancias para os
produtos alimenticios.

A embalagem é um sistema complexo, sendo constituido, muitas vezes, por varios
componentes como materiais plasticos, metélicos e/ou celulésicos, adesivos, vernizes, tintas de
impressao e outros.

De maneira geral, as tintas de impressdo sdo misturas de corantes ou pigmentos,
polimeros, solventes e aditivos. Podem ser sistemas a base de agua ou de solvente, 6leo-resinosos
ou curaveis por radiacdo ultravioleta (UV) ou por feixe de elétrons (EB) (COUNCIL OF EUROPE,
2007). Desse modo o presente projeto foi elaborado para estudar tintas de impresséo curaveis por
radiacdo UV utilizadas em embalagens alimenticias do ponto de vista da seguranca de alimentos,
visto que foram detectados casos de contaminacdo em alimentos e bebidas por fotoiniciadores em
paises da Europa (RASFF, 2013).
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As tintas curaveis por radiacdo UV sao sistemas liquidos reativos compostos por oligbmeros
ou pré-polimeros, solventes reativos ou mondémeros, aditivos, corantes/pigmentos e fotoiniciadores
capazes de formar polimeros termorrigidos por reacéo de polimerizacao e de reticulacdo induzidas
por radiagdo. Para que a reagdo ocorra através da a¢do da radiacdo € fundamental a presenca do
fotoiniciador (FAZENDA, 2005).

Varios fotoiniciadores estdo disponiveis comercialmente, mas para o desenvolvimento deste
trabalho foi selecionada a Benzofenona (BP) por ser relativamente barata e efetiva (ANDERSON;
CASTLE, 2003). Além disso, varios artigos indicam a migracdo desta substancia para alimentos e
bebidas (PASTORELLI et al, 2008; SANCHES-SILVA et al, 2008; SANCHES-SILVA et al, 2009).

Outro motivo relevante para a escolha da BP é a existéncia de um limite de migracéo
especifica (LME) de 0,6 mg de BP/kg de simulante ou de alimento no Regulamento Europeu (EU)
n° 10/2011 da Comisséo de 14/01/2011 referente a materiais plasticos destinados ao contato com
alimentos (THE EUROPEAN COMISSION, 2011) e no Anexo 6 da Ordinance of the FDHA (Federal
Department of Home Affairs) on Materials and Articles (RS 817.023.21) relativo a lista suica de
substancias permitidas para a fabricacdo de tintas de impressdo (SWISS CONFEDERATION,
2005). Os regulamentos da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e do MERCOSUL
ndo tratam de tintas de impresséo e até o momento também néo estabelecem limite de migracao
para a BP.

A quantificacdo da migracdo de uma substancia pode ser feita utilizando simulantes de
alimentos. Existem regulamentos especificos que definem os simulantes permitidos (THE
EUROPEAN COMMISSION, 2011; BRASIL, 2010).

Desse modo, esse trabalho teve como objetivo desenvolver e validar metodologias para
determinagdo da migracéo especifica de BP em simulantes de alimentos descritos nas legislagcdes
de materiais para contato com alimentos.

2 MATERIAL E METODO
2.1 Material

O padrao analitico utilizado foi Benzofenona (Sigma Aldrich, 99%), como solventes de fase
movel e de diluicdo foram utilizados Acetonitrila (ACN) (grau HPLC, J.T.Baker, 99,9%) e Agua
ultrapurificada (Milli-Q). Para compor os simulantes, foram usados os seguintes solventes: Agua
ultrapurificada (Milli-Q), Alcool etilico (grau HPLC, J.T.Baker, 99,8%) e Acido acético glacial
(Merck,100%).

2.2 Método

Com base nos métodos desenvolvidos por Pastorelli et al (2008), Sanches-Silva et al (2009)
e Sanches-Silva et al (2008) e apds testes preliminares,utilizando um cromatdgrafo liquido de alta
eficiéncia com detector de arranjo de diodos modelo HP1260 com sistema de bomba quaternaria
com degasser, foram estabelecidas as seguintes condicbes cromatograficas:
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Coluna ZORBAX SB-C18 (5 uym), 250 mmx4,6 mm; Temperatura da Coluna 40°C; Volume
de Injecdo 10 pL; Comprimento de Onda (UV) 252 nm; Fluxo da Fase Mével 1,2 mL. min™*; Tempo
de Corrida 4 minutos; Composicéo da Fase Mével 85% ACN/15 % Agua.

A validacdo do método foi realizada com base nos parametros estabelecidos no DOQ-
CGCRE-008 (INSTITUTO NACIONAL DE METROLpGIA, QUALIDADE E TECNOI:OGIA, 2010) € na
Resolugcdo RE n° 899 de 29 de maio de 2003 (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA,
2003).

Os simulantes selecionados foram: solucdo de etanol a 50% (v/v) em agua destilada ou
desionizada (Etanol 50%), representativo de alimentos lacteos gordurosos e solucdo de acido
aceético a 3% (v/v) em agua destilada e desionizada representativo de alimentos acidos (pH < 4,5)
(Ac. Acético 3%).

Validacao do Método de Migracao Especifica de BP

Os parametros avaliados foram: seletividade, linearidade, limite de deteccdo (LD) e
quantificacéo (LQ), repetibilidade, exatidado e robustez e estdo descritos a seguir:

Seletividade: A seletividade de um método instrumental garante de forma inequivoca que o
pico de resposta adquirido durante a analise refere-se a todo o analito presente na amostra, sem
acao de interferentes (BOTTOLI, 2004). Para avaliar a seletividade, foi injetado, em duplicata, cada
solvente utilizado e foram determinados os tempos de retencdo das substancias.

Linearidade: Este parametro estabelece a capacidade do método em relacionar de forma
direta a proporcionalidade entre o sinal de resposta no equipamento e a concentracdo do analito na
amostra, dentro de uma determinada faixa de aplicacdo do método (BOTTOLI, 2004). Para
determinacgéo da linearidade foram preparadas seis solucdes de concentracdes distintas (0,15, 0,3,
0,6, 1,5, 3,5 e 4,5mg/L) e injetadas, em triplicata, no cromatégrafo. As curvas analiticas foram
construidas (y = ax + b) e os coeficientes de correlagéo de cada curva foram obtidos (r?).

LD e LQ: Os limites de deteccéo e de quantificacéo representam a menor concentracéo de
analito possivel de serem detectada e quantificada pelo método (BOTTOLI, 2004). Para calcular LD
e LQ foram feitas sete injecdes de uma mesma solucdo de menor concentracdo testada (0,09
mg/L). As Equacdes 1 e 2, descritas abaixo, foram utilizadas para determinagcédo do LD e do LQ,
respectivamente.

LD=0+(t*s) t: Distribuicdo de Student = 3,143 (1)
s: Desvio amostral padréo da concentragéo
LQ=M+(5*s) M: Média das concentracdes (2)

Repetibilidade (preciséo intra-corrida): Concordancia entre os resultados dentro de um
curto periodo de tempo com o mesmo analista e mesma instrumentacdo. A precisdo pode ser
expressa como desvio padrdo relativo (DPR) ou coeficiente de variacdo (CV%), segundo a
Equacao 3 (BRASIL, 2003), descrita abaixo.
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CV =DPR = (DP/CMD) x 100 (3)
onde, DP é o desvio padrdao e CMD, a concentracdo média determinada.

Foram preparadas 3 solu¢cdes nas concentracfes 0,3, 0,6 e 1,5 mg/L que foram injetadas
em triplicata. Com os resultados obtidos (areas), foram calculadas as concentracdes reais através
das equacOes das retas provenientes das curvas de calibragdo dos dois simulantes. Com as
concentracdes reais foram calculados os coeficientes de variacdo (CV%) para cada simulante
conforme a Equacao 3.

Exatiddo: E a proximidade dos resultados obtidos pelo método em estudo em relagdo ao
valor verdadeiro. A exatiddo pode ser expressa pela relacdo entre a concentracdo média
determinada experimentalmente e a concentracao teorica correspondente, conforme Equacdo 4
(BRASIL, 2003).

E= (Cmédia experimentaI/ Cmédia teérica) x 100 (4)

Robustez: A robustez avalia a susceptibilidade do método analitico as alteragbes dos
parametros no método empregado (LEITE, 2008). O planejamento fatorial com a variacdo de
guatro fatores no método encontra-se na Tabela 1. O valor do fator negativo (-) recebeu a letra
mindscula e o valor (+) a letra maiuscula.

TABELA 1. Pardmetros selecionados para avaliacdo da robustez.

Fator Valor do Fator
- +
1. Temperatura da coluna (°C) 40 (a) 35 (A)
2. Fluxo da fase mo6vel (mL/min) 1,2 (b) 1,5 (B)
3. Mistura binéria 85:15 (c) 84:16 (C)
4. Comprimento de o nda no DAD (hm) 252 (d) 250 (D)

A Tabela 2 apresenta a matriz dos fatores para a determinacé@o da robustez do método de
migracao especifica da BP.

TABELA 2. Pardmetros selecionados para avaliacdo da robustez.

Valor do fator Combinacéo ensaiada
Ensaio
1 2 3 4 5 6 7 8
Aoua +(A) +(A) +(A) +(A) - (a) - (a) - () - (a)
Boub +(B) +(B) - (b) - (b) +(B) +(B) - (b) - (b)
Couc +(C) +(C) -(c) -(c) -(c) -(c) +(C) +(C)
Doud +(D) - (d) +(D) - (d) - (d) +(D) - (d) +(D)

Resultado* () (®) (u) v) (w) ) v) @

*Area do pico da Benzofenona
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A combinacéo 1 foi ensaiada, tendo como resultado s. A combinacdo 2 foi ensaiada e seu
resultado foi t, e assim sucessivamente até que todas as combinac8es foram ensaiadas, obtendo-
se todos os resultados (s, t, u, v, w, X, Yy, z) correspondentes as areas dos picos da BP na
concentracdo de 0,6 mg/L. Foram calculadas as alteracdes de A para a, que é o efeito do primeiro
fator. Os outros trés efeitos foram calculados de modo analogo (BARROS NETO; SCARMINIO;
BRUNS, 2007). Os efeitos foram calculados utilizando as Equac¢fes de 5 a 8.

Stt+u+v wt+x+y+z
4 4

S+t+W+X_LI+V+ y+z

Efeito Ala=
4 )

(5) EfeitoB/b=

StU+W+Y t+V+x+z
4

StU+X+Z t+v+w+y

EfeitoC/c= 4 (8)

(77 EfeitoD/d=

Quanto maior for o valor em médulo do efeito, maior é a sua influéncia na analise.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

A Figura 1 apresenta um cromatograma referente a solu¢éo de 60 mg de BP/L de ACN e a
BP tem o tempo de retencédo de 2,028 min.
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Figura 1. Cromatograma referente a solucao de 60 mg de BP/L de ACN (60ppm).

Com relacdo ao parametro Linearidade, os resultados obtidos na curva de calibracdo para
os dois simulantes (0,999) foram satisfatorios, pois atendem aos requisitos da ANVISA (r2=0,99).

Com relacdo aos Limites de detecgao (0,012 mg/L para o Etanol 50% e 0,004 mg/L para o
Ac. Acético 3%) e de quantificacdo (0,12 mg/L para o Etanol 50% e 0,10 mg/L para o Ac. Acético
3%), estes sdo considerados satisfatorios, ja que o LME da BP € 0,6 mg/L.

Com relacdo ao parametro Repetibilidade, os resultados dos coeficientes de variacdo
(CV%) foram satisfatorios visto que sao inferiores a 5% (limite maximo estabelecido pela ANVISA).
Com relacao a Exatidado, os valores encontrados sao satisfatorios, visto que estdo dentro da faixa
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de trabalho estabelecida pelo laboratorio (95% - 105%), sendo necessério enfatizar que nem a
ANVISA e nem o INMETRO estabelecem limites para este parametro.

Com relacdo ao parametro Robustez, dentre os efeitos avaliados, o Fluxo da fase mével é o
gue pode causar maior influéncia se alterado, visto que apresenta maior valor em modulo.

A Tabela 3 apresenta os valores dos parametros de validacdo do método de migragédo
especifica de BP.

Tabela 3. Resultados dos parédmetros da validagéo.

Parametro Resultado para os simulantes
Identificacéo Etanol 50% Ac. Acético 3%
Linearidade Equacéo y = 43,70x +1,148 y =59,95x - 1,493
r2 0,999 0,999
LQeLD LQ (mg/L) 0,12 0,1
LD (mg/L) 0,012 0,004
Conc. (mg/L) CV(%)
0,3 0,958 0,848
Repetibilidade 0,6 0,274 0,397
15 1,161 0,477
Conc. (mg/L) %
0,3 100,344 104,525
Exatidao 0,6 99,62 99,397
15 100,196 95,963
Efeito Ala 0,18 1,04
Efeito B/b -5,41 -9,46
Robustez* )
Efeito C/c -0,14 0,02
Efeito D/d -0,42 -0,39

1As explicagdes sobre os parametros A,a,B,b,C,c,D e d séo descritas na Tabela 2

4 CONCLUSAO

Foi possivel desenvolver e validar uma metodologia para determinagdo da migragédo
especifica de BP para os simulantes solucdo de etanol a 50% (v/v) em &gua destilada ou
desionizada e solugéo de acido acético a 3% (v/v) em agua destilada e desionizada representativos
de alimentos lacteos gordurosos e de alimentos &cidos (pH < 4,5), respectivamente. Os resultados
foram satisfatérios e os limites de quantificacdo obtidos atendem ao limites de migracéo especifica
da benzofenona.
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