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RESUMO

Neste trabalho foi avaliada a metodologia para determinar bisfenol A (BFA) em dgua mineral, utilizando-
se a extragdo em fase solida (SPE), a derivag¢do com anidrido trifluoroacético (TFAA) e a andlise por
cromatografia em fase gasosa com detector de captura de elétrons (GC/ECD). A curva analitica forneceu
coeficiente de correlacio (R) de 0,999, valores de recuperagdo entre 88 e 106%, limites de detec¢do e de
quantificagdo de 2,5 e 25,0 ng.mL", respectivamente. A metodologia foi aplicada em quatro amostras de
diferentes marcas de dgua mineral, dentre as quais apenas uma apresentou resultado detectavel de 0,46
ng.mL". Este estudo sugere que o BFA pode ser facilmente detectado e quantificado na matriz utilizada
por meio de metodologia proposta, a qual demonstrou ser seletiva, precisa e exata.

Palavras-chave. bisfenol A, agua mineral, GC/ECD.

ABSTRACT

This study evaluated the methodology for determining bisphenol A (BPA) in mineral water by using
the solid phase extraction (SPE), the derivatization with trifluoroacetic anhydride (TFAA), and the gas
chromatography with electron capture detector (GC/ECD) analysis. The analytical curve provided the
correlation coefficient (R) of 0.999, and the recovery values from 88 to 106%. The limit of detention was
2.5 and the limit of quantification was 25.0 ng.mL"'. Four mineral water samples from different brands
were analyzed by this methodology and among them only one (sample 3) showed detectable result of 0.46
ng.mL". This study suggested that BPA could be easily detected and quantified in mineral water samples
by employing the proposed methodology, which was selective, accurate and precise.
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INTRODUCAO

Atualmente, as maiores preocupagdes em relacao
a exposi¢do de humanos e outros animais aos agentes
e substincias quimicas, que promovem alteragdes no
sistema enddcrino e nos hormonios, denominados
desreguladores endocrinos (DE), sdo: se essas substancias
podem produzir efeitos toxicos em baixas concentragdes;
quais substincias estdo associadas aos efeitos toxicos a
baixas concentragdes; se essas substancias estao presentes
em concentragdes ambientalmente relevantes que possam
ser uma ameaca a saude de humanos e animais; se existe
uma concentrag¢ao limiar abaixo da qual essas substancias
quimicas podem ser consideradas como seguras'.

Hipoteses prevendo alteragdes no funcionamento
do sistema enddcrino de algumas espécies animais
expostas a determinadas substancias quimicas tdxicas
niao sao novas, pois em 1938 foi feita a primeira
demonstra¢io de que alguns produtos quimicos poderiam
ter agdo estrogénica quando administrados em animais.
Recentemente, essa questdo voltou a tona com atencao
por parte da comunidade cientifica, principalmente
devido ao surgimento de novas hipéteses, extremamente
sérias e mais especificas, que levantam a possibilidade
da exposi¢ao a agentes quimicos ambientais com agao
estrogénica — que promovem alteragbes no sistema
enddcrino humano e nos hormonios — poder estar
relacionada ao aumento da incidéncia de cancer de
mama, queda da quantidade de esperma, diminuigdo da
fertilidade, defeitos congénitos secundarios a exposi¢ao
fetal e outras alteracoes>.

Dentre as varias substincias capazes de afetar o
sistema enddcrino, destaca-se o bisfenol A (BFA)'.

O BFA, 2,2-bis(4-hidroxifenil)propano, é uma
substdncia quimica produzida em grandes quantidades
para uso principalmente na produgio de plasticos
policarbonato e resinas epdxi. A producao mundial
foi estimada em 2,5 milhdes de toneladas em 20014,
O policarbonato, composto de mondémeros de BFA,
possui varias qualidades comerciais desejaveis, como
transparéncia, moldabilidade e alta for¢a de impacto®.

A exposi¢do humana ao BFA ndo é insignificante,
considerando que policarbonatos e resinas epdxi, tendo
como base o BFA, apresentam varias aplicac;()es, como,
por exemplo, garrafas de bebidas, potes de comida para
bebés, revestimento anticorrosivo em latas de alimento,
fabricagdo de discos compactos, selantes dentdrios,
equipamentos de seguranga e dispositivos médicos®’.

Desde o reconhecimento de que o BFA possui
propriedades estrogénicas fracas, muitos estudos
foram feitos para estimar a exposicdo humana e as
concentragdes ambientais do composto. O BFA migra
em niveis de pg.uL" dos produtos do policarbonato® ou
de revestimento epdxi em latas® a dgua durante processos
térmicos. O BFA migra também das mangueiras de PVC
(cloreto de polivinila) & 4gua em temperatura ambiente e
pH neutro'’. Tal composto tem sido recentemente relatado
como o mais potente mimetizador antropogénico''.
Analises do BFA demonstraram que este composto induz
proliferacao, alteragdo na regido reprodutiva da fémea,
bem como céncer no testiculo e na prdstata, reducgio de
esperma, desmasculinizagao, feminilizacao, alteragao nas
funcoes de imunidade e diminui¢do de fertilidade em
péssaros, peixes e mamiferos'.

Nos ultimos anos, o consumo de d4gua engarrafada
tem crescido de maneira bastante acentuada no mundo
todo, sendo a maioria das garrafas feita de polietileno
tereftalato (PET) — um plastico derivado do petrdleo
—, das quais podem migrar determinadas substéncias,
como o BFAP. Estudos de laboratério demonstram
que o BFA biologicamente ativo é liberado a partir de
garrafas de policarbonato, seguindo a simula¢do de
uso normal. Por isso, acredita-se que uma importante
fonte de BFA esteja na ingestdo de alimentos e bebidas
que tenham estado em contato com resinas epdxis ou
plasticos policarbonato'*"’. A proposta deste trabalho
foi, portanto, desenvolver e validar uma metodologia
de andlise simples, rapida, eficiente e ndo onerosa para
determinagao de BFA em dagua mineral — armazenada
em diferentes embalagens, utilizando-se extragdo em
fase solida (EFS) e andlise por cromatografia em fase
gasosa com detector de captura de elétrons (CG-DCE)
—, bem como contribuir ineditamente para o inicio do
monitoramento do contaminante em questdo nas aguas
minerais comercializadas no nosso pais.

MATERIAL E METODOS
Padrdes, solu¢des e materiais

A solugido estoque de BFA (Aldrich, EUA, 95%)
na concentragao de 102 mg.L! e solugdes de trabalho de
BFA na concentragao de 1,0 mg L foram preparadas em
etanol (Vetec, Brasil, 95%).

A solugao de agua/metanol na proporgao 9/1 (v/v)
foi feita com dagua ultrapurificada (Elga, condutividade
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18,2 mQ.cm™) e metanol (Dinamica, Brasil, grau
HPLC/UV), este ultimo também utilizado no decorrer
do processo analitico, no qual também foram utilizados
acetato de etila (Mallinckrodt, México, grau HPLC),
hexano (Vetec, Brasil, 95%, grau analise de pesticidas) e
anidrido trifluoracético TFAA (Aldrich, EUA, > 99%).

Para a EFS foram utilizados cartuchos STRATA-X
de 200 mg x 3 mL (Phenomenex, EUA) em um sistema
de extragdo de 12 posi¢oes da Supelco (EUA) acoplado
a bomba de vacuo da Tecnal (Brasil), com pressao de 20
mmHg.

Para procedimentos de secagem no tratamento
analitico foi utilizado nitrogénio (5.0, White Martins,
Brasil, grau analitico).

Amostra testemunha

Para os ensaios de testemunha foi utilizada,
como amostra, dgua isenta de BFA e de todos os demais
reagentes descritos, aplicados ao método proposto, a
titulo de isentar a matriz de possiveis interferéncias na
determinacio do analito.

Branco

Os ensaios de branco consistiram em realizar
todo o procedimento de extragdo sem a passagem de
amostra pelo sistema de extragdo, a fim de verificar a
isencdo de possiveis interferéncias na analise do BFA.

Amostras

Foram usadas quatro amostras de d4gua mineral,
descritas na Tabela 1, tendo-se como critério de selecio
os diferentes materiais utilizados nas embalagens: PET,
PVC, PP (polipropileno) e vidro, atendendo a uma
necessidade de aplicagdo da metodologia desenvolvida,
visando possibilitar o estudo da verificagao da presenca
de BFA nas amostras.

Tabela 1. Descri¢do das amostras reais de 4gua mineral

Amostra Tipo Embalagem Volume
1 Agua mineral natural PET 1,50 L
2 Agua mineral natural PVC 1,50 L
3 Agua mineral natural PP 310 mL
4 Agua mineral natural com gis* Vidro 330 mL

*Submetida a 60 minutos em ultrassom (Spencer, Unique, Brasil) para
desgaseificagdo.

Nio foi necessario executar procedimentos
especificos para conservagdo das amostras, visto que
foram adquiridas varias unidades, de mesmo lote e de
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cada tipo de embalagem, no comércio local (Campo
Grande/MS), abrigadas sob auséncia de luz, em local
fresco, a temperatura ambiente até serem submetidas
ao procedimento analitico, dentro do prazo de validade
especificado nas embalagens.

Preparo das amostras

Extragdo

A extracdo do analito foi efetuada por EFS,
utilizando-se 500 mL de amostra para cada ensaio.
Os cartuchos foram condicionados com a passagem
sequencial, sob vacuo, com vazdo de 1,5 mL.min™" de 5,0
mL de acetato de etila e 5,0 mL de metanol, repouso de 5
min, e 15,0 mL de agua ultrapura, recebendo em seguida
a amostra com vazdo aproximada de 4 mL.min", sendo,
no término deste processo, o cartucho utilizado lavado
com 1,0 mL de solugdo dgua/metanol (9:1) (v/v) e seco
sob vacuo durante 80 min. A elui¢do foi efetuada com
4,0 mL de metanol com vazao de 1 mL.min, e o eluato
levado a secura sob fluxo brando de nitrogénio, sendo o
extrato obtido redissolvido em 2,0 mL de metanol, em
frasco apropriado com tampa para posterior realizagdo
da reacio de derivacgio.

Derivagdo

Visando o aumento de sensibilidade, de modo a
proporcionar melhor interacido do analito frente a coluna
utilizada, conforme proposto por Costa'®, os extratos
obtidos foram secos novamente sob suave corrente de
N,ea derivacao foi efetuada adicionando-se 200 pL de
TFAA a cada frasco, fechando-os e agitando-os por 30 s.
Apds a homogeneizagdo, foram mantidos em repouso
por 15 min em estufa a 40 °C, sendo posteriormente
secos sob fluxo de N, retomados ao volume de 1,0 mL
com hexano, lacrados e reservados sob refrigeracao para
andlise imediata. A Figura 1, a seguir, ilustra a reagdo de
deriva¢do do BFA com TFAA.

OH o

o o
I I

H,C—C—CH; + Fc—C—0—C——CF; === H;C—C—CH,

Figura 1. Reacdo de derivagdo do BFA com TFAA
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Analises

As anilises foram efetuadas em cromatografo a
gas acoplado ao detector por captura de elétrons CP-3800
(Varian), equipado com uma coluna capilar WCOT de
silica fundida, CP-Sil 13CB (50 m x 0,32 mm x 0,4 pum)
da Varian. Utilizou-se hélio (5.0 analitico, White Martins)
como gas de arraste e nitrogénio (4.6, White Martins) como
gas de make-up. O volume de injegao foi de 1,0 pL no modo
sem divisao (splitless). Para geragdo e tratamento dos dados
cromatograficos foi utilizado o software SATURN 2100. As
condigoes cromatograficas estdo descritas na Tabela 2.

Tabela 2. Condigoes cromatogréficas do método analitico

Temperatura do injetor (°C) 270

Temperatura do detector (°C) 280

Inicial: 120 (2 min)
120-210 (15 °C.min™)
210-280 (10 °C.min™")
Final: 280 (5 min)

Programagcédo de temperatura da coluna

Pressdo na coluna (psi) 12,3
Vazao do gas de arraste (mL.min™) 2,1
Vazio do gis de make-up (mL.min") 30
Tempo de andlise (min) 20
RESULTADOS E DISCUSSAO

Valida¢ao do método

Seletividade

Os cromatogramas obtidos das amostras do
branco, da testemunha e do padrao BFA evidenciaram
que no tempo de retengdo do BFA (12,9 min) nao foram
registrados picos cromatograficos, indicando que nao
houve interferéncias da matriz no padrao, garantindo,
portanto, que o método ¢ especialmente seletivo.

Limite de Detecgdo (LD) e Limite de Quantificagao (LQ)
OsLD eLQ foram determinados pela relagao sinal:
ruido da linha base, empregando-se solugoes diluidas até
se obter um sinal referente ao analito com uma altura
meédia igual a trés vezes o sinal referente ao ruido para
o LD e dez vezes para o LQY. Determinou-se, portanto,
para o equipamento os valores de 7,5 ¢ 25,0 ng.mL* (LD e
LQ, respectivamente) e para o método os valores de 1,5 x
10?e5,0x 102 ng.mL" (LD e LQ, respectivamente).

Linearidade, faixa de trabalho e sensibilidade
O tempo de retengdo do BFA derivado com
TFAA obtido foi de 12,9 min.

Foram feitas analises em triplicata das solugoes
padrdo de BFA derivado com TFAA para a elaboragio
da curva analitica. A equagdo da curva analitica obtida,
linear numa faixa de 25 a 250 ng.mL", foi: y = 60,284 +
1,216x, com R =0,9928. Os valores obtidos de inclinacdo
e do fator de correlagdo evidenciam que existe uma
correlacdo fortissima entre as concentragdes estudadas
e os sinais gerados pelo equipamento, indicando a
possibilidade de distingdo entre duas concentragdes
proximas, revelando que o método mostrou-se
sensivel®.

Ensaios de recuperagdo

Osensaiosderecuperagdo, parametrosnecessarios
para avaliar a precisdo e exatiddao do método®, efetuados
por meio das analises cromatograficas, apresentaram
excelentes resultados.

As amostras fortificadas e derivadas com TFAA
foram submetidas ao procedimento analitico (em
triplicata), sendo os dados concernentes as analises
apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Dados obtidos nos ensaios de recuperagdo de BFA

.. Concentragao o\ Recuperacao
Niveis de LQ (ng mL)® CV (%) (%)*
1LQ 25 15,5 88
3LQ 75 10,9 79
5LQ 125 13,2 106

*Concentragido de padrdo de BFA na matriz; *Coeficiente de variagio;
‘Recuperag¢do média

Exatidado e precisdo

A porcentagem de recuperagio determina
a exatiddo do método. Na Tabela 3 observa-se que a
recuperacao das amostras (79-106%) esta dentro do
limite (70-120%) estabelecido pela literatura de andlise de
residuos'®?!,

Avaliou-se a precisio do método pelos valores
dos coeficientes de variagao percentual [CV (%)], que
sofreram variacio de 10,9 a 15,5%, com média de 13,2%,
sendo, portanto, o método considerado preciso, dado que
os valores determinados ficaram abaixo do recomendado
pela literatura, que é de 20%'%.

Aplica¢ao do método em amostras comerciais de agua
mineral

Os resultados obtidos com a aplicagao do método
proposto (em triplicata) em quatro tipos de amostras de
agua mineral sdo apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4. Resultados da andlise de BFA em 4gua mineral

Amostra Concentragio (ng.mL™")
1 <LD
2 <LD
3 0,46
4 <LD

LD: limite de detec¢do; n =3

Uma vez que o limite maximo de migragao
do BFA, das embalagens para os alimentos e bebidas,
permitido no Brasil, referenciado no estabelecido
pela Comunidade Europeia em 2004, é de 0,6 pg.g"' de
material plastico’*?, a quantidade de BFA encontrada
nas amostras estd dentro do permitido.

Mesmo sendo prejudicial & saide humana e ao
meio ambiente, nao existem limites estabelecidos para o
BFA em lancamento de efluentes, visto que nada consta
na Resolugdo n° 430 do Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA) sobre o BFA?. Mundialmente,
também ndo hd uma quantidade consensual de ingestao
didria para o ser humano.

Apesar dos muitos pontos conflitantes, ha um
consenso comum entre muitos pesquisadores relacionado
as evidéncias das atividades deletérias de algumas
substincias exdgenas, dentre elas o BFA, para o sistema
enddcrino, denotando a importancia das metodologias de
detec¢do e quantificagido desses compostos a fim de que
seja possivel elaborar um sistema de vigilancia e prevencao,
tanto para o meio ambiente quanto para a saide humana.

Consideramos de imensa importdncia que os
6rgdos nacionais ligados a saude e ao meio ambiente
passem a considerar os contaminantes enddcrinos, entre
eles o BFA, passiveis de controle, estabelecendo limites
paraesses compostosem produtos de utilizagido e consumo
humano, como, por exemplo, bebidas e alimentos, uma
vez que sdo considerados extremamente danosos e sérios
ameacadores da reprodugio das espécies, principalmente
da propria reprodugao e sobrevivéncia humana.

CONCLUSAO

Uma metodologia utilizando a CG/DCE para
analise de BFA em 4agua mineral foi desenvolvida e
validada, vindo a somar as metodologias existentes,
ampliando o leque de instrumentagdo utilizado para
verificacdo e monitoramento desse contaminante.

A EFS mostrou-se adequada, facil de realizar e
relativamente rapida.
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O método proposto forneceu parametros analiticos
apropriados (LD, LQ e linearidade da curva analitica),
sendo considerado seletivo, preciso e exato, conforme os
valores obtidos das recuperagoes e de CV (%).

Quando aplicado a amostras reais, o fato
de apenas uma delas, alids, a menos provavel pelo
tipo de material, ter apresentado valor detectavel
de BFA evidencia a necessidade de monitorar e
acompanhar os niveis desse contaminante nos varios
tipos de recipientes e embalagens de alimentos,
bebidas e medicamentos, entre outros, utilizados
comercialmente, de modo a fornecer suporte para
uma modelagem matematica do consumo humano
desse composto, avaliando os possiveis riscos a saide
e a preveng¢do dos mesmos.

Os resultados obtidos visam demonstrar a
aplicabilidade da metodologia proposta em analises de
monitoramento de BFA em dgua mineral, com alto grau
de confiabilidade, ndo expressando formas ou rotas de
contaminacao.
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