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Resumo

Este trabalho teve como objetivo desenvolver e validar método analitico para determinar e-caprolactama no simulante de alimentos solucao de
acido acético 3% e estudar sua migracao de embalagens contendo poliamida 6 para o simulante em contato. Foi empregada a cromatografia
gasosa usando e-caprolactama como padrao analitico e 2-azociclononanona como padrao interno. A linearidade esteve entre 1,60 e 640,00 ug
de e-caprolactama.mL! de simulante, com coeficiente de correlacao 0,9999. Os limites de deteccao e de quantificacao do método foram
0,24 e 1,60 ng, respectivamente. A precisao do método revelou valores de coeficiente de variacao menores que 4,3% e a avaliacao da exatidao
mostrou recuperacao de 100 a 106%. O método demonstrou ser eficaz para quantificar e-caprolactama no simulante, apresentando ampla
linearidade, boa precisao e exatidao. No ensaio de migragao, embalagens contendo poliamida 6 foram colocadas em tubos de vidro com
10 mL do simulante, que foram hermeticamente fechados e acondicionados a 40 + 1 °C durante 10 dias. O ensaio de migracao foi realizado
por imersao total. A quantidade de e-caprolactama migrada variou de 7,8 a 10,5 e de 6,9 a 7,6 mg.kg' de simulante para as embalagens
destinadas aos produtos carneos e queijos, respectivamente. Todas as embalagens atenderam as exigéncias da Legislacao Brasileira para
migracao de e-caprolactama.

Palavras-chave: migracao; e-caprolactama; poliamida 6; simulante de alimento; validacao de método analitico; cromatografia gasosa de
alta resolucao.

Abstract

The aim of this work was to develop and validate an analytical method to determine e-caprolactam in 3% acetic acid solution and to study
its migration from polyamide 6 into food simulant. Gas chromatography was used with e-caprolactam as an analytical standard and
2-azacyclononanone as an internal standard. The linearity was obtained by the concentration range of 1.60 to 640.00 ug.mL", with a correlation
coefficient of 0.9999. Detection and quantification limits of the method were 0.24 ng and 1.60 ng, respectively. Relative standard deviations
obtained for method precision were less than 4.3%, while method accuracy showed recovery between 100 and 106%. The method was able
to quantify e-caprolactam in the simulant, showing a wide linearity, good precision and accuracy. For the migration assay, polyamide 6 films
were placed in glass vials containing 10 mL of simulant, which were hermetically capped and exposed at 40 °C for 10 days (total immersion).
The amount of e-caprolactam that migrated from packaging into the simulant varied from 7.8 to 10.5 and 6.9 to 7.6 mg.Kg, for films used

as meat products and cheese packaging, respectively.

Keywords: migration; e-caprolactam; polyamide 6; food simulant; validation of analytical method; gas chromatography.

1 Introducao

A e-caprolactama é o monoémero utilizado na fabricacao da
poliamida 6 (PA-6)'42228, Durante o processo de polimerizacao,
parte do monoémero empregado pode permanecer na resina,
ja que a polimerizacao nao é completa. Podem também estar
presentes oligdbmeros de baixa massa molecular, aditivos, com-
postos de degradacao, entre outros, que podem migrar para o
alimento em contato?317:19:21.28,

A PA-6 € muito usada como embalagem de alimentos.
Sua maior aplicacdo ¢ na forma de filmes e envoltérios, como
componente tnico ou em estruturas de multicamadas!®?. Fil-
mes de PA-6 tém sido muito empregados como embalagens a
vacuo e com atmosfera modificada para carnes e aves frescas

I Departamento de Alimentos e Nutrigdo, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas.
Universidade Estadual Paulista — UNESP, CEP 14801-902,
Araraquara - SP, Brasil,
E-mail: monteiro@fcfar.unesp.br

2 Centro de Tecnologia de Embalagem, Instituto de Tecnologia de Alimentos — ITAL,
CP 139, CEP 13070-178, Campinas - SP, Brasil

3 Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares — IPEN,
Centro de Tecnologia das Radiagoes — CTR,
Comissdo Nacional de Energia Nuclear - CNEN, CP 11049, CEP 05508-000,
Séo Paulo - SP. Brasil e Universidade Sao Judas Tadeus, CEP 03166-000,
Séo Paulo - SP. Brasil

*A quem a correspondéncia deve ser enviada

e processadas, para queijos, € como embalagens tipo cook
in para carnes e aves processadas. De maneira geral, a PA
oferece boa barreira a gases, a aromas, a gorduras e ao vapor
d’agua e boa resisténcia mecanica, além de ser termoformavel
e termorresistente?*2.

A literatura disponivel sobre migracao da e-caprolactama
de embalagens de PA para alimentos e simulantes € ainda res-
trita. Particularmente, no caso de embalagens contendo PA-6
produzidas e amplamente empregadas no Brasil, nao foram
encontrados trabalhos descritos na literatura.

Os compostos presentes em embalagens plasticas podem
representar um risco a saude humana, principalmente durante
a exposicao cronica, através do consumo de alimentos®!82°. A
e-caprolactama foi descrita como hepatotéxica®?°, neurotéxica
e genotoxica'®, além de ter sido considerada mutagénica para
células somaticas e germinativas de Drosophila melanogaster!!
e capaz de provocar danos cromossémicos e aneuploidia em
linfécitos humanos?”. A e-caprolactama esta inserida no gru-
po 4, de acordo com a classificacao da International Agency
for Research on Cancer (IARC), sendo considerada como
provavelmente nao carcinogénica para humanos'!.
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Uma variedade de métodos cromatograficos tem sido utili-
zada na determinacao de e-caprolactama e seus oligdbmeros no
proéprio polimero, em simulantes de alimentos e em alimentos:
cromatografia gasosa com detector de ionizacao de chama (CG/
DIC)®'#22, cromatografia liquida de alta eficiéncia usando detec-
tor de ultravioleta (CLAE/UV)>+71528 cromatografia gasosa aco-
plada a espectrometria de massas (CG/EM)'**° e cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas (CLAE/EM)?28,
A CG/DIC é amplamente utilizada em ensaios de migracao
por detectar a e-caprolactama em niveis de tracos, enquanto
a CLAE/UV tem sido muito empregada quando o objetivo € a
analise da e-caprolactama e seus oligobmeros. Ja a CG/EM e a
CLAE/EM vém sendo usadas para identificar e quantificar os
compostos presentes nas diferentes matrizes dependendo de
sua massa molecular, polaridade e volatilidade.

Este trabalho teve como objetivo desenvolver e validar
método analitico para determinar e-caprolactama no simulante
solucao de acido acético 3% e estudar sua migracao de filmes
contendo PA-6 para o simulante em contato.

2 Material e métodos

Foram utilizados filmes contendo PA-6, correspondentes
a 13 marcas comerciais de embalagens empregadas no Brasil
para o acondicionamento de produtos carneos, denominadas
1,2,3,4,5,6,7e8, e de queijos, denominadas 1, 2, 3,4 e 5,
fornecidos pelas empresas produtoras.

A e-caprolactama (pureza > 99%, Sigma-Aldrich) foi utili-
zada como padrao analitico e a 2-azociclononanona (pureza >
98%, Sigma-Aldrich) como padrao interno. Foi utilizado o
cromatografo gasoso (CG) Shimadzu 17-A (Shimadzu, Kyoto,
Japao), com detector de ionizacao de chama (DIC) e colu-
nas capilares DB-1701 e DB-5 (J&W Scientific) de 30 m de
comprimento x 0,25 mm de diametro interno e 0,25 um de
espessura do filme interno e 60 m de comprimento x 0,25 mm
de didametro interno e 0,25 pum de espessura do filme interno,
respectivamente.

Metanol (MeOH) e n-heptano foram adquiridos da Mallin-
ckrodt Chemicals (Phillipsburg, USA), etanol (EtOH), da J. T.
Baker, todos de grau cromatografico e acido acético 100% PA
foi adquirido da Merck (Darmstad, Germany). Agua destilada
também foi utilizada.

As solucoes estoque de e-caprolactama e de 2-azociclonona-
nona foram preparadas em MeOH na concentracdo de 10.000
e 350 ug.mL!, respectivamente. Posteriormente, por diluicoes
sucessivas das solugoes estoque, foram obtidas as solugoes
padrao de e-caprolactama e 2-azociclononanona de diferentes
concentracoes, que foram diluidas em simulante solugdo de
acido acético 3% e entdo injetadas no CG/DIC.

Para o ensaio de migracao, os filmes foram cortados em
secoes de 6 cm? de area. Cada secao foi colocada em tubo de
vidro de 20 mL contendo 10 mL de simulante solucao de adcido
acético 3%. Os tubos foram hermeticamente fechados e acon-
dicionados em estufa a 40 + 1 °C durante 10 dias'. O ensaio de
migracao foi realizado sob imersao total, em triplicata. Um tubo
branco, usado como referéncia, contendo apenas o simulante
foi exposto e analisado sob as mesmas condicoes.
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Ap6s o periodo de contato, cada se¢ao da embalagem foi
retirada do tubo e descartada, sendo, a seguir, adicionado o
padrao interno. As solucoes de simulante assim obtidas foram
injetadas no CG/DIC em duplicata, empregando o método
previamente desenvolvido e validado, que foi entao utilizado
para quantificar a e-caprolactama no simulante solucao de
acido acético 3%.

O tratamento estatistico dos dados da validacao do método
analitico envolveu a determinagao da média, do desvio padrao
e do coeficiente de variacao, enquanto o tratamento estatistico
dos dados da curva de calibracao envolveu a determinacao da
equacao da reta de regressao linear e do coeficiente de corre-
lacdo. Os resultados do ensaio de migracao foram submetidos
a Anova e teste de Tukey (Origin 7.0, 2000).

3 Resultados e discussao

3.1 Condicées cromatogrdficas

Foram realizados estudos preliminares para estabelecer
as condicoes de operacao do equipamento (diferentes fases
estacionarias, diferentes programacoes de temperatura, etc.)
utilizando solucoes padrao de e-caprolactama e 2-azociclono-
nanona, com base no método de determinacao de e-caprolac-
tama em simulantes de alimentos'®. A melhor resolucao foi
obtida quando a temperatura da coluna foi mantida a 130 °C
por 1 minuto, programada a 10 °C/min até 170 °C e mantida
por 1 minuto, novamente aquecida a 10 °C/min até 200 °C,
permanecendo por 2 minutos. O gas de arraste utilizado foi
hidrogénio com vazao de 1 mL/min. As injecoes (1 uL) foram
feitas a 240 °C no modo split e razao 1:20. A temperatura de
deteccao foi de 250 °C (Tabela 1).

Tabela 1. Parametros analiticos otimizados para determinacao de
e-caprolactama em simulante solucao de acido acético 3% usando
CG/DIC.

Parametros analiticos

Valores otimizados

Temperatura do injetor 240 °C

Coluna DB-1701 30 m x 0,25 mm x 0,25 um

Temperatura da coluna 200 °C
10 °C/min 5 Hinutos

1 minuto

1 minuto

Temperatura do detector 250 °C
Gas de arraste Hidrogénio
Vazao do gas de arraste 1 mL/min
Volume de injecao 1 uL

Tempo de analise 11 minutos

3.2 Validacao do método analitico

A validacao foi estudada de acordo com os protocolos
relatados na literatura®!21623, A seletividade, calibracao, line-
aridade, limite de deteccdo e limite de quantificacao, precisao
e exatidao foram avaliados.



Félix et al.

Seletividade

A seletividade do analito no sistema cromatografico foi
avaliada utilizando as colunas capilares DB-1701 e DB-5, com
diferentes fases estacionarias. A e-caprolactama e a 2-azociclo-
nonanona estavam livres de compostos interferentes ou que se
sobrepunham aos seus sinais.

Curva de calibragao e linearidade

Foram realizadas 10 inje¢oes de cada concentracao empre-
gada (1,60; 16,01; 64,00; 160,11; e 640,00 ug de e-caprolacta-
ma.mL" de simulante e 14,00 ug de 2-azociclononanona.mL
de simulante), e determinadas as médias, os desvios padrao e
os coeficientes de variagao, que foram menores que 5,0 e 5,3%,
para a e-caprolactama e 2-azociclononanona, respectivamente,
para todas concentracoes avaliadas.O cromatograma tipico da
curva de calibracao esta apresentado na Figura 1. Os tempos de
retencao obtidos para a e-caprolactama e a 2-azociclononanona
foram 6,4 e 8,8 minutos, respectivamente.

mV
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0 5 10
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Figura 1. Cromatograma tipico da curva de calibragao da e-caprolac-
tama e 2-azociclononanona em solucao de acido acético 3%, obtido
por CG/DIC (concentracdo da e-caprolactama e do padrao interno:
8,00 e 14,00 ug.mL"', respectivamente). Condi¢des cromatograficas
de acordo com a Tabela 1.

A linearidade do método foi determinada a partir dos da-
dos referentes a curva de calibracdo. O cdlculo da regressao
linear, usando o método dos minimos quadrados, forneceu a
equacao dareta (y = a + bx), sendo x a concentragao do analito
na matriz e y, a area do pico.

A curva de calibracao obtida apresentou linearidade no in-
tervalo de concentracao de 1,60 a 640,00 pg.mL™* (Figura 2).

A equacao de regressao foiy = -0,0744 + 0,93463x, sendo
y arazao da area do pico da e-caprolactama pela area do pico
do padrao interno e x, a razao da concentracao da e-caprolac-
tama pela concentracdo do padrao interno. O coeficiente de
correlacao (r) foi 0,9999.

A linearidade também foi estudada utilizando a curva da
razao area relativa/concentragao relativa versus log da concen-
tracao relativa das solucoes padrao empregadas?®. Verificou-se
que todas as concentracoes das solucoes padrao utilizadas na
curva de calibracao estavam perfeitamente dentro do intervalo
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Figura 2. Curva de calibragao de e-caprolactama/2-azociclononanona
em solucdo de acido acético 3% (concentracao: 1,6 a 640 pg.mL™").
*Equacdo da reta; "Desvio padrao; “Coeficiente de correlagao; “Intervalo
de confianca de 95%.

de confianca de 95% (Figura 3). Além disso, considerou-se o
intervalo obtido suficientemente amplo, uma vez que para o
sistema estudado nao hé necessidade de quantificar amostras
com concentracoes de e-caprolactama muito elevadas.
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Figura 3. Curva da razao area relativa/concentracao relativa da e-ca-
prolactama e 2-azociclononanona versus log da concentracao relativa
da e-caprolactama e 2-azociclononanona, com intervalo de confianca
de 95%.

Limite de detec¢do do método

O limite de deteccdo do método (LD) foi determinado ex-
perimentalmente utilizando sucessivas diluicoes a partir da so-
lucao padrao de e-caprolactama de concentracao 0,05 pg.mL?,
que foram injetadas (n = 6) no CG/DIC. O LD foi expresso como
a quantidade de e-caprolactama correspondente a 3 vezes a area
do ruido de fundo (S/R = 3) no tempo de retencao do pico do
analito'>'%2%, O valor obtido para LD foi 0,24 ng. Os coeficientes
de variacao referentes as areas dos picos da e-caprolactama e
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2-azociclononanona foram 5,0 e 3,1%, respectivamente, indi-
cando boa precisao.

Precisdo e exatiddao do método

A precisao € um critério utilizado para avaliar o desempe-
nho de um método analitico e expressa concordancia entre os
dados experimentais obtidos, ou seja, quanto mais préximos
entre si maior serd a precisao®!2. A precisao do método foi
avaliada mediante ensaio de repetibilidade e de precisao in-
termediaria. A repetibilidade foi avaliada realizando medidas
intra-dias. Para tanto, trés concentracoes da solucao padrao
(8;00; 80,00 e 400,00 pg de e-caprolactama.mL de simulante
solucao de acido acético 3%) foram injetadas no CG/DIC em
triplicata num mesmo dia. A precisdo intermediaria foi avalia-
da realizando medidas inter-dias e as mesmas concentracoes
empregadas no ensaio de repetibilidade foram usadas. As solu-
coes padrao foram injetadas no CG/DIC em dias consecutivos,
totalizando 10 inje¢6es. Durante os ensaios intra e inter-dias
foram obtidos coeficientes de variacdo menores que 3,9 e 4,3%,
respectivamente, indicando uma boa precisao (Tabela 2).

A exatidao do método foi determinada durante avaliacao
da precisao e foi expressa como a razao percentual entre a
concentracao de e-caprolactama obtida e a concentracgao adicio-
nada®121623, Para tanto, solug¢oes padrao contendo 8,00; 80,00
€ 400,00 pg.mL"! de e-caprolactama em simulante solucao acido
acético 3% foram injetadas 10 vezes no CG/DIC. Verifica-se, pela
Tabela 2, que foram obtidos valores de recuperacao entre 100,5
€ 106,0%, indicando boa exatidao do método. A porcentagem
de recuperacao foi elevada para todas as concentracoes de
e-caprolactama adicionadas.

Limite de quantificacdo do método

O limite de quantificacdo do método (LQ), expresso como
amenor quantidade de e-caprolactama quantificada na matriz
simulante solucao de acido acético 3% no tempo de retencao

do pico do analito, determinado com nivel de precisao acei-
tavel, correspondeu a 7 vezes o LD'*1623_ O valor obtido para
LQ foi 1,60 ng. Os coeficientes de variacdo referentes as areas
dos picos da e-caprolactama e 2-azociclononanona obtidos
quando a solucao foi injetada dez vezes no CG/DIC foram 4,2
e 4,5%, respectivamente, indicando que a precisao obtida foi
muito boa.

3.3 Migracao

De acordo com a Resolucdo n°® 105, de 19 de maio de
1999, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
que realiza o controle e regulamentacdo de materiais plasticos
empregados na elaboracdo de embalagens e equipamentos
destinados ao contato com alimentos e bebidas, o limite de
migracao especifica (LME) estabelecido para e-caprolactama
em resinas ¢ embalagens de PA é de 15 mg kg™ de alimento
ou de simulante de alimento®.

Na Figura 4 estao apresentados os cromatogramas obtidos
pela injecao do simulante solucao de acido acético 3% contendo
e-caprolactama migrada de filmes contendo PA-6, correspon-
dentes a duas marcas comerciais.

Os valores obtidos no ensaio de migra¢ao da e-caprolacta-
ma de embalagens contendo PA-6, destinadas ao acondiciona-
mento de produtos carneos e queijos para o simulante solugcao
de 4cido acético 3%, estao apresentados na Tabela 3.

Os resultados obtidos da migracdo de filmes contendo
PA-6 usados para o acondicionamento de produtos carneos
demonstraram que a marca 4 apresentou o nivel mais elevado
de e-caprolactama (10,46 mgkg™"' simulante), nao diferindo
significativamente (p > 0,05) apenas da marca 6. Os niveis mais
baixos de e-caprolactama migrada foram apresentados pela
marca 8 (7,75 mg kg™ simulante), que nao diferiu (p >0,05) das
marcas 2 e 7 (Tabela 3).

Tabela 2. Avaliacao da precisao intra e inter-ensaios e da exatidao do método para determinacao da e-caprolactama em simulante solucao de

acido acético 3% utilizando CG/DIC.

Repetibilidade (intra-ensaio)

Precisao intermediaria (inter-ensaio)

Injecoes n=3 n=3 n=3 n=10 n=10 n=10
Concentracao real (ug.mL) 8,00 80,00 400,00 8,00 80,00 400,00
Concentracao obtida (ug.mL') 8,10 82,12 414,03 8,16 87,34 412,29
7,58 85,43 394,23 8,10 87,28 414,54

8,12 84,21 393,40 7,58 84,23 441,78

8,12 82,12 426,04

8,15 85,43 414,03

8,43 86,47 394,23

8,31 84,21 437,64

7,73 87,90 393,40

7,43 82,94 425,32

8,38 80,40 437,97

Média (ug.mL) 7,90 83,90 400,60 8,00 84,80 419,70
DP 0,30 1,70 11,70 0,30 2,50 17,20
CV (%) 3,90 2,00 2,90 4,30 2,90 4,10
Exatidao (%) 100,50 106,00 104,90

DP: Desvio padrao; e CV Coeficiente de variacao.
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Figura 4. Cromatogramas tipicos da quantificacao da e-caprolactama
migrada de filmes contendo PA-6 para simulante solu¢ao de acido acéti-
co 3%, obtidos por CG/DIC: a) marca 1 - produtos carneos e b) marca 1
- queijos. Condigoes cromatograficas de acordo com a Tabela 1.

Tabela 3. Nivel de e-caprolactama (mg.kg ') migrada de filmes contendo
PA-6, usados como embalagens de produtos carneos (marcas 1-8) e
de queijos (marcas 1-5) para o simulante solucao de acido acético 3%
durante 10 dias a 40 °C.

Embalagem Migracao de e-caprolactama (mg.kg™')
Produtos carneos Queijos

1 9.49 (3.,5) 6,92 (6,5)

2 7.93 (3.,3)° 7.59 (4,3)°

3 9,65 (4.1)° 7,01 (4,2)*
4 10,46 (6,2) <LQ

5 8.88 (6,4) ND

6 9,90 (5,0)°

7 8,57 (3,0)%

8 7,75 (6,9)°

Coeficiente de variacao (%) entre parénteses, n = 6; médias seguidas de letras iguais na mes-
ma coluna nao diferem significativamente entre si no teste de Tukey (p >0,05); LQ: limite de
quantificacéo (1,6 ng); e ND: nao detectada.

Entre os filmes contendo PA-6 usados para o acondicio-
namento de queijos, verificou-se que a marca 2 apresentou o
maior contetido de e-caprolactama migrada para o simulante
solucao de acido acético 3% (7,59 mg.kg! de simulante), embo-
ra nao tenha havido diferencga significativa em relagao a marca 3
(p 2 0,05). Em uma das marcas de embalagem de queijo a
e-caprolactama nao foi detectada e em outra, seu nivel esteve
abaixo do limite de quantificacdo do método (Tabela 3).

Aliteratura disponivel sobre a migracao de e-caprolactama
de filmes de PA para alimentos e simulantes € ainda restrita.
Particularmente, em relagcao a embalagens de PA produzidas no
pais, ndo foram encontrados trabalhos descritos na literatura.
No caso da solucao de acido acético 3%, Pogorzelska e Miel-
niczuk?? descreveram valores de e-caprolactama migrada de
filmes de PA para o simulante variando de 6,0 a 16,3 mg.kg "',
que compreende a faixa obtida em nosso estudo para filmes

contendo PA-6, usados no acondicionamento de produtos
carneos e queijos.

Foi possivel verificar que, em todas as amostras estudadas,
o nivel de e-caprolactama migrada esteve abaixo do limite de
migracao especifica estabelecido pela Legislacao Brasileira para
este monomero, que € de 15 mg.kg™"' de simulante'.

4 Conclusoes

O método desenvolvido e validado apresentou alta sensi-
bilidade, boa precisao e exatidao, além de tempo maximo de
analise de 11 minutos.

O método desenvolvido e validado foi eficaz para quanti-
ficar a e-caprolactama migrada de filmes contendo PA-6 para
simulante solu¢ao de 4cido acético 3%.

Todas as embalagens estudadas atenderam as exigéncias
da Legislacao Brasileira para migragao de e-caprolactama.
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