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RESUMO-Aminas aromaticas primarias (PAAs) podem estar presentes em embalagens e utensilios
plasticos. A migragdo destas para os alimentos deve ser controlada por serem nocivas a saude
humana. A fim de fiscalizar este risco, 0 Regulamento Europeu (EU) N° 10/2011 determina que as
embalagens e utensilios plasticos ndo devem liberar PAAs para os simulantes de alimentos. No
Brasil, no entanto, os regulamentos ndo abordam este assunto. O presente trabalho desenvolveu e
validou um método de analise de migracdo especifica de trés aminas aroméaticas primarias, a
benzidina, a 2-naftilamina e a 4-aminobifenil no simulante de alimentos acidos. Os ensaios foram
realizados por UPLC-MS/MS. Na validacao, foi verificado que o método é capaz de identificar e
distinguir cada um dos analitos, mesmo em baixas concentragdes. O limite de detecc&o encontra-
se 10 vezes abaixo do exigido pela legislacdo, que é de 10 ug/kg. O método apresentou boa
linearidade na faixa de 1,0 a 50,0 ug/kg; a preciséo (repetitividade) variou de 12 a 23% e a precisao
intermediaria, de 8 a 20%, sendo que esses valores de precisdo encontram-se dentro das faixas
esperadas para concentragfes proximas a 1,0 ug/kg e concentragfes proximas a 10 pg/kg. A
exatiddo do método variou de 71 a 113%, estando também dentro dos limites estabelecidos. O
método foi aplicado a andlise de duas amostras de utensilios domésticos de poliamida (concha e
espatula), sendo que houve migracao das trés PAAs estudadas de uma das amostras (concha).
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ABSTRACT —Primary aromatic amines (PAAs) could be present in plastic packaging and plastic
kitchenware. Their migration to food must be controlled once they are prejudicial to human health.
To supervise this risk, the European Regulation (EU) N° 10/2011 determines that plastic packaging
and kitchenware mustn't release PAAs to food simulants. Nevertheless, in Brazil, the law doesn't
approach the subject. This project developed and tested a specific migration method of three
primary aromatic amines, benzidine, 2-naphtylamine and 4-aminobiphenyl to the acid simulant. The
tests were made by UPLC-MS/MS. On validation, the method was verified to be able to identify and
to differentiate each analyte, even at low concentrations. The detection limit is 10 times lower than
the legislation demand, which is 10 pg/kg. The method has a good linearity in the range 1.0 to 5.0
pag/kg; the method’s precision varied from 12 to 23% and the intermediate precision, from 8 to 20%.
These values are between the established limits for concentrations close to 1.0 pg/kg and
concentrations close to 10 pg/kg. The method’s accuracy varied from 71 to 113%, also within the
limits. The method was applied to analyze two polyamide utensils samples (ladle and spatula). One
of them released the three PAAs studied (ladle).

Keywords: migration, primary aromatic amines, kitchenware

1 INTRODUCAO

Na cadeia produtiva, a embalagem €& responsavel por garantir a qualidade do produto
durante sua distribuicdo, comercializacdo e consumo. Em embalagens para alimentos, deve ser
evitado o fenbmeno de migragdo, no qual as substancias utilizadas na produgao, tais como
mondmeros e aditivos, sao transferidas do material para o alimento (SARANTOPOULOS et al,,
2002). A preocupacao se deve ao fato de que estas substancias podem ser nocivas a saude
humana. Dentre estas substancias, estdo as aminas aromaticas primarias (PAAs). Diversas dessas

aminas apresentam efeitos genotéxicos, carcinogénicos e alergénicos (TRIER et al., 2010).

A migracdo de aminas aromaticas primarias para os alimentos pode ocorrer através de
filmes plasticos multicamadas ou de utensilios de cozinha coloridos, feitos de poliamida, como
conchas, espatulas e pingas. Nos filmes, quando o tempo de cura do adesivo poliuretano nao é
respeitado, residuos de diisocianatos podem reagir com a agua, formando PAAs. Além disso, as
PAAs sao utilizadas como iniciadoras nas formulagdes de corantes azos, o que torna os utensilios
pigmentados uma fonte de migragédo (LAMBERTINI et al., 2014).
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Devido ao efeito prejudicial das aminas aromaticas primarias a saude humana, o
Regulamento Europeu (UE) n° 10/11 determina que materiais e objetos de plastico para contato
com alimentos ndo devem libera-las para os simulantes de alimentos, sendo que o limite de
deteccdo da soma das PAAs liberadas deve ser de 10 pg/kg de alimento ou simulante (COMISSAO
DAS COMUNIDADES EUROPEIA, 2011). No Brasil, ndo ha legislacido que contemple a migragao

de aminas aromaticas primarias.

Assim, o objetivo do projeto foi validar um método de ensaio da migracao especifica de trés
aminas aromaticas primarias (benzidina, 2-naftilamina e 4-aminobifenil) em simulantes de alimentos
acidos. Na validagdo do método, foi utilizado o documento orientativo do INMETRO DOQ-CGCRE-
008 (orientagdo sobre validagdo de métodos de ensaios quimicos) (INMETRO, 2011). Foram

avaliados os parametros abaixo.

A seletividade indica a capacidade do método de distinguir analitos e contaminantes. A
linearidade mede se as respostas produzidas pelo equipamento sdo proporcionais a concentragao
do analito. O limite de detecgao € a menor concentracao detectavel do analito, enquanto o limite de
quantificacdo € a menor concentracdo que pode ser determinada com exatiddo. A precisao
(repetitividade), por sua vez, avalia a dispersao de resultados entre ensaios repetidos e a precisao
intermediaria é a repetitividade avaliada variando-se uma ou mais condigdes. A exatiddo, medida
pelo ensaio de recuperacao, verifica se os valores obtidos pelo método sdo préximos dos valores
esperados (INMETRO, 2011).

Apods desenvolver e validar o método, foram feitos ensaios com duas amostras de utensilios

domeésticos (espatulas e conchas), ambas de poliamida.
2 MATERIAIS E METODOS

O método utilizado baseou-se no método da European Commission (Technical guidelines
on testing the migration of primary aromatic amines from polyamide kitchenware and of
formaldehyde from melamine kitchenware) (SIMONEAU, 2011).

Foram utilizados padrbes de benzidina, 2-naftilamina e de 4-aminobifenil, todos com pureza
= 98,0%(Sigma Aldrich). Além disso, utilizou-se metanol grau HPLC (Merck), agua ultrapurificada

(Milli-Q) e acido acético glacial p.a, pureza de 100% (Merck).

Os ensaios foram realizados em um cromatégrafo liquido de ultra eficiéncia com deteccao
por espectrometria de massa/espectrometria de massa (UPLC-MS/MS), ACQUITY UPLC System
Xevo TQD, da Waters.
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Utilizou-se a coluna cromatografica ACQUITY UPLC BEH C18, de 50 mm de comprimento x
2.1 mm de didmetro interno (particulas de 1.7 ym), a 30°C. A fase moével foi de 45% agua
acidificada com acido acético (0,1% v/v) / 55% metanol grau HPLC, com fluxo isocratico a 0,15

mL/min.

A fonte de ionizacdo do espectrémetro de massas é o eletrospray, que foi operado no modo
positivo, a 150°C. A voltagem do capilar foi de 2 kV. A temperatura e fluxo do gas de dessolvatacao

(nitrogénio) eram de 500 °C e 450 L/Hr. O gas de colisdo usado foi o argénio (pressao de 3,18x107

mbar).
Os ions monitorados encontram-se na Tabela 1:
Tabela 1. Condigdes selecionadas para os compostos em SRM (Selected Reaction Monitoring).
Composto Tempo de fon precursor  ion produto Dwell time  Cone Colisédo
retencdo (min) (m/z) (m/z) (s) V) V)
77.0 0.250 40 32
2-naftilamina 1.8 144.0
117.0 0.250 40 18
96.6 0.250 40 26
4-aminobifenil 2.7 170.0
143.0 0.250 40 18
92.9 0.250 40 20
Benzidina 1.0 185.0
151.1 0.250 40 24

Para a quantificagdo de cada composto, foram utilizadas as seguintes transicées de massas
(m/z): 185,0 > 92,9 para a benzidina, 144,0 > 117,0 para a 2-naftilamina e 170,0 > 143,0 para a 4-

aminobifenil.

2.1 Valida¢cdo do método

2.1.1 Linearidade e seletividade

Na avaliagdo da linearidade, construiu-se uma curva de calibracdo de 1,0 a 50,0 ug/kg das
trés aminas (benzidina, 2-naftilamina e 4-aminobifenil), em simulante acido de alimentos (solugao
aquosa de acido acético 3% m/v). Verificou-se a equacéo da reta e o coeficiente de determinacao
(R?) obtido através da curva de cada composto (INMETRO, 2011).
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Para determinar se o método ¢é seletivo, foi analisado o cromatograma de ions totais (TIC)
de uma solugéo contendo os trés padrdes das aminas aromaticas primarias. Assim, foi verificado

se as transi¢cdes de massas moleculares das aminas se diferiam uma da outra.

2.1.2 Limite de Deteccéao (LD) e de Quantificacao (LQ)

Foram preparadas sete solugdes com concentracdo de 1,1 ug/kg de cada amina em
simulante acido acético 3% m/v, que foram injetadas em duplicata. Suas concentragbes foram
quantificadas, utilizando-se a curva de calibragdo. A média (X) e o desvio padrdao (DP) das
concentragcdes foram calculados e a partir destes foram determinados os limites de deteccao
(Equacao 1) e de quantificacdo (Equacgédo 2) (INMETRO, 2011).

A Equagdo 3 foi necessaria para se determinar o numero de graus de liberdade do

procedimento, para entdo definir-se o valor de t de Student (INMETRO, 2011).

LD =t x DP (1)
LQ =X + (5 X DP) @)
graus de liberdade =n — 1 3)

Por utilizar sete replicatas, o grau de liberdade é seis e, consequentemente, o valor de t é
3,143.

2.1.3 Precisao

Para avaliar a precisdo do método, utilizaram-se trés concentracdes diferentes, 2,0, 15,0 e
30,0 ug/kg de cada amina, sendo que para cada concentragado foram preparadas sete solugdes. As
vinte e uma solugdes foram injetadas em duplicata no UPLC-MS/MS. Para avaliar a precisao
intermediaria, as solugdes acima foram injetadas no equipamento em trés dias diferentes
(INMETRO, 2011).

Foram calculados as médias e desvios padrdes para cada concentracéo e entédo a precisao,

expressa pelo coeficiente de variagao (CV%), foi calculada pela Equacéo 4 (INMETRO, 2011):

desvio padrao
CV =( ————) x 100 (4)
concentragao média

Do mesmo modo foi calculada a precisao intermediaria, usando a média e o desvio padrao
dos trés dias de injecdo (INMETRO, 2011).
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2.1.4 Exatidao

O ensaio de recuperacgao foi utilizado para avaliar a exatidao do método. Foram preparadas
trés solugdes de trés concentragbes diferentes, as mesmas utilizadas na precisdao. As nove
solucbes foram levadas ao acondicionamento em estufa, a 100°C/2 horas. Esta condicdo de
temperatura e tempo reproduz o contato de amostras de utensilios domésticos com o simulante
(SIMONEAU, 2011).

A recuperagao (%) foi calculada através da Equagédo 5, comparando as concentragdes
obtidas apos o acondicionamento com as concentracdes esperadas (2,0, 15,0 e 30,0 pg/kg)
(INMETRO, 2011).

concentracao obtida
Rec = . x 100 (5)
concentragio esperada

2.2 Andlise de amostras

Apods a validacdo do método, foram analisadas duas amostras de utensilios domésticos de
poliamida — uma concha preta e uma espatula amarela. Foram analisadas trés unidades de cada

amostra (triplicata).

Primeiramente, cada corpo de prova foi submerso em simulante acido acético 3% m/v. Os
cabos dos utensilios ndo foram submergidos, pois ndo entrariam em contato com os alimentos no
uso real. As amostras em contato foram entdo levadas a estufa, a 100°C / 2 horas. Este contato foi
repetido por trés dias consecutivos, trocando-se o0 simulante a cada dia, porém mantendo-se a

mesma amostra. O simulante de cada dia foi analisado separadamente.

Este contato foi baseado no Technical guidelines on testing the migration of primary
aromatic amines from polyamide kitchenware and of formaldehyde from melamine kitchenware e

simula o uso repetido dos utensilios domésticos (SIMONEAU, 2011).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Validacdo do método

3.1.1 Linearidade

O parametro da linearidade foi avaliado através da curva de calibracdo. As equacgdes das

retas de cada amina aromatica primaria sdo mostradas abaixo na Tabela 2.
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Tabela 2. Equacgdes da reta e R? da curva de calibragéo para cada amina.

Amina Equacdo dareta Coeficiente de determinacéao (R?)
Benzidina Y = 246,426 x — 81,0138 0,997
2-naftilamina Y =995,353 x — 104,838 0,998
4-aminobifenil Y = 469,204 x — 10,0733 0,999

O coeficiente de determinagdo (R?) indica a adequagdo da reta ao modelo matematico,
sendo mais adequada quando se aproxima de R? =1,000. Assim, a linearidade do método foi

comprovada, uma vez que o coeficiente de determinacao das trés aminas é maior que 0,99.

3.1.2 Limite de Deteccao (LD) e de Quantificacdo (LQ)
Os valores de LDs e LQs obtidos sdo mostrados na Tabela 3.

Tabela 3. Valores de LD e LQ obtidos para cada amina.

Amina LD (ug/kg) LQ (ng/kg)
Benzidina 0,33 1,68
2-naftilamina 0,20 1,38
4-aminobifenil 0,28 1,49

Segundo o Regulamento (EU) n° 10/2011 de 14 de janeiro de 2011, o método deve
apresentar limite de detecgédo de 10 ug/kg da soma das aminas aromaticas primarias. Porém, ndo
ha limite de quantificagéo definido no regulamento (COMISSAO DAS COMUNIDADES EUROPEIA,
2011).

3.1.3 Seletividade

A Figura 1 a seguir apresenta o cromatograma de ions totais (TIC) de uma solugao
contendo as trés aminas aromaticas primarias. (a) e (b) representam as faixas de transicao da
benzidina, enquanto (c) e (d) representam a 4-aminobifenil e (e) e (f), a 2-naftilamina. O

cromatograma das trés aminas juntas € mostrado em (g).
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Figura 1. Cromatograma de ions totais.

Analisando o TIC, é possivel verificar que cada amina forma um ion precursor com massa
molecular diferente das demais e 0 mesmo acontece com os ions produto. Pode-se notar também
que o equipamento é capaz de diferir e identificar cada composto, comprovando-se assim a

seletividade do método.
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3.1.4 Precisao

Na realizagcao do ensaio, foram usados como referéncia os limites estabelecidos por Huber:
para concentragdes proximas a 1,0 yg/kg, o coeficiente de variacdo ndo deve ultrapassar 30% e

para concentragdes proximas de 10 ug/kg, ndo deve ser maior que 21% (HUBER, 2016).

Com os dados obtidos no primeiro dia de injegdo das solugdes, foi calculada a precisdo
(repetitividade) do método para cada amina. A precisdo intermediaria foi calculada utilizando-se

injecdes dos trés dias.

Na repetitividade, o maior coeficiente de variagdo da benzidina foi de 23,0%, da 2-
naftilamina foi de 13,5% e da 4-aminobifenil, de 11,6%, todas para a concentragdo de 2,0 pg/kg.
Para as demais concentragbes (como 15,0 e 30,0 pg/kg), os valores de coeficiente de variacado

obtidos também se encontram dentro do limite.

Na precisdo intermediaria da concentracado de 2,0 pg/kg, foram obtidos os coeficientes de
variagao de: 19,7% para a benzidina, 9,6% para a 2-naftilamina e 7,8% para a 4-aminobifenil. Para
15,0 ug/kg, a benzidina variou em 6,6%, a 2-naftilamina em 2,6% e a 4-aminobifenil, em 3,2%. As
solugbes de 30,0 ug/kg apresentaram variagdo de 10,9% para a benzidina, 3,2% para a 2-

naftilamina e 3,6% para a 4-aminobifenil.

Portanto, o método mostrou-se preciso, uma vez que as variagdes nos resultados, tanto na
repetitividade quanto na precisdo intermediaria, mostraram-se dentro dos limites estabelecidos

para cada concentragao.

3.1.5 Exatidao

A recuperagao de concentragdes proximas a 1,0 ug/kg deve estar entre 40% e 120% da
concentracao nominal, isso se aplica & concentracédo de 2,0 pg/kg. Em concentragdes proximas a
10 pg/kg (como 15,0 e 30,0 pg/kg), o intervalo é de 60% a 115% (HUBER, 2016).

Assim, o método esta aprovado no critério da exatidao, pois todos os resultados estiveram
dentro dos limites, ja que a menor porcentagem obtida foi de 71% (2-naftilamina, 2 pg/kg) e a

maior, de 113% (4-aminobifenil, 15 pg/kg).

3.2 Ensaios com amostras

Na andlise das espatulas amarelas, nado foi detectada migracdo de nenhuma das trés

aminas aromaticas primarias analisadas.
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As conchas pretas, contudo, liberaram as trés aminas para o simulante, em niveis acima do

limite de deteccgdo, nos trés dias de contato. As Figuras 2a e 2b sdo exemplos de SRM da 4-

aminobifenil e da benzidina, respectivamente, obtidos nos simulantes acido acético 3% m/v que

entraram em contato com a amostra.
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100+ 269

147152
4 1.75

100 150 200 250 300 350 400
RAm 98-16 - Rec dia 1 - A3% diluido - CP 1 1

100- 21

304 335360
370
150 440 4

RAM 98-16 - Rec dia 2 - A3% diluido - CP 2 1
100 °7°

317 347 3'52

2.56
1.982_03;,15 380

139 279

T T T A AR R R R LA
1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00

RAmM 98-16 - Rec dia 2 - A3% diluido-CP 21
0.99

1004

A 170 218 261266 0

3.38
289 3.22/

Figura 2. SRM da migracao de 4-aminobifenil (a) e de benzidina (b).

A 2-naftilamina foi a substancia migrada em menor quantidade. Ela foi detectada nos trés

dias, porém nao foi possivel quantifica-la com precisdo, pois sua concentragcao estava abaixo do

limite de quantificagdo do composto (1,38 pg/kg). O mesmo ocorreu com a 4-aminobifenil, cuja

concentracdo estava abaixo do LQ (1,49 ug/kg).

A benzidina estava presente no primeiro dia com concentragdo de 2,92 + 1,05 pg/kg. No

segundo e no terceiro dia estava abaixo de 1,68 pg/kg (LQ). O valor de migragdo encontrado para

a benzidina encontra-se dentro do limite permitido pelo Regulamento Europeu n°® 10/11 que é de 10

Mg/kg (limite de detecgdo para a soma das aminas aromaticas primarias).

Foi percebido que a concentragdo de aminas migradas para o simulante diminuia de um dia

para o outro. Em geral, as embalagens costumam liberar mais substancias no primeiro dia de

contato.

10
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Além disso, alguns corpos de prova liberaram maior quantidade de PAAs que outros, como
por exemplo, a migragdo da benzidina no primeiro dia de contato. O primeiro corpo de prova liberou
3,3 ug/kg para o simulante, enquanto o segundo liberou 1,51 ug/kg e o terceiro, 3,95 ug/kg. Isso
pode ter sido causado por diferencas na fabricacdo dos utensilios, uma vez que nao se sabe se os
trés corpos de prova eram do mesmo lote ou se a matéria-prima utilizada era proveniente do

mesmo fornecedor.
4 CONCLUSAO

Na validacdo foi comprovado que o método é seletivo, por ser capaz de identificar e
distinguir as trés aminas, benzidina, 2-naftlamina e 4-aminobifenil, através das massas
moleculares de seus ions precursores e ions produto. Além disso, apresentou adequada
linearidade para todos os analitos, com coeficiente de determinacado (R?) de cada curva préximo a
1,0. Os limites de detecgdo determinados para cada amina estdo entre 0,20 e 0,33 ug/kg,
atendendo ao requisito do Regulamento (UE) N° 10/2011, de que o LD deve ser de 10 ug/kg para a
soma das aminas aromaticas primarias. Os limites de quantificacdo também foram determinados,

estando entre 1,38 ug/kg e 1,68 pg/kg.

A maior variacdo obtida na repetitividade foi de 23,0% e para a precisdo intermediaria,
19,7%, ambas para a benzidina em 2,0 pyg/kg. Assim, os resultados encontram-se abaixo dos

limites utilizados como parametro.

A exatidao apresentou resultados entre 71% e 113%, ou seja, dentro do limite de 60% a
115% das concentragbes nominais. Portanto, é possivel afirmar que ndo houve perda significativa

das aminas aromaticas primarias durante o condicionamento na estufa.

Das amostras analisadas, ndo houve migracdo de nenhuma das PAAs das espatulas
amarelas para o simulante acido. As conchas pretas, por sua vez, apresentaram migracao das trés
aminas nos trés dias de contato, sendo que a maior migracao foi da benzidina e a menor, da 2-

naftilamina.

Assim, é possivel concluir que o método desenvolvido é adequado ao uso, pois atendeu a
todos os requisitos da validagédo. Além disso, a analise das amostras mostrou que alguns utensilios
disponiveis no mercado podem expor a populacdo as PAAs, sendo assim necessario que a

legislacao brasileira contemple tais substancias, criando limites de migragao para elas.
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