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RESUMO: A caprolactama ¢ o monomero utilizado na fabricagio da poliamida 6, usada como embalagem de
alimentos, especialmente produtos carneos ¢ queijos. Durante a polimerizagdo parte do monémero permanece na resina
¢ pode migrar para o alimento em contato. Este trabalho teve como objetivo desenvolver e validar método analitico para
determinar caprolactama nos simulantes de alimentos solugdo de icido acético 3% e azeite de oliva, usando a
cromatografia gasosa. Foi utilizado como padrio interno a 2-azociclononanona e a caprolactama, como padrio
analitico. Os tempos de retengiio obtidos para a caprolactama e a 2-azociclononanona foram 6.4 e 8 8min.para acido
acético 3% ¢ para azeite de oliva, usando coluna DB-1701. O intervalo de linearidade obtido foi 1,60 a 640,00pg/mL
para acido acético e 0,80 a 1062,34ug/mL para azeite de oliva, com coeficiente de correlagio maior que 0,999. O limite
de deteccdo do método foi de 0,24 e 0,10ng para 4cido acético e azeite de oliva, respectivamente. A repetibilidade ¢ a
precisdo intermediaria do método revelaram valores de coeficientes de variagdo menores que 5%, para os trés niveis de
concentragdo avaliados (8,00, 80,00 e 400,00pug/mL para dcido acético 3% e 2,13, 106,30 e 797,28 pg/mL para azeite de
oliva). O método desenvolvido e validado podera ser empregado para dosar os niveis de caprolactama migrados para
simulantes de alimentos em contato com poliamida 6 usada como embalagens de produtos cirneos e queijos.
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Introducio

A poliamida 6 (PA6) é produzida pela polimerizagao do mondmero caprolactama'’. Durante
o processo de polimerizagdo, parte do monomero empregado permanece na resina, ja que a
polimerizagdo ndo ¢ completa. Podem também estar presentes oligdmeros de baixo peso molecular,

alléiilt?ivos, compostos de degradagdo, entre outros, que podem migrar para o alimento em contato" >

A PA 6 ¢ muito usada como embalagem de alimentos. Sua maior aplicayio ¢ na forma de
filmes e envoltorios, como componente Unico ou em estruturas de multicamadas” '®. Filmes de PA
tém sido muito empregados como embalagens a vacuo e com atmosfera modificada para carnes e
aves frescas e processadas, além de queijos, e como embalagens tipo cook in para carnes e aves
processadas. De maneira geral, a PA oferece boa barreira a gases, a aromas, a %orduras € ao vapor
d’agua e boa resisténcia mecanica, além de ser termoformavel e termorresistente' > '*.

Uma variedade de métodos cromatograficos tem sido utilizada na determinagido de
caprolactama e seus oligdmeros no proprio polimero, em simulantes de alimentos e em alimentos:
cromatografia gasosa com detector de ionizagdo de chama (CG/DIC 621318 cromatografia liquida
de alta eficiéncia usando detector de ultravioleta (CLAE/UV)" % * > 10-17. 18 cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG/EM)” ?' e cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas (CLAE/EM)" 171819 A CG/DIC ¢ amplamente utilizada em ensaios de
migragdo por detectar a caprolactama em niveis de tragos. A CLAE tem sido uma técnica muito
empregada por permitir a analise da caprolactama e oligdmeros (até o nandomero). Ja a CG/EM e
CLAE/EM permitem identificar e quantificar os compostos presentes e sdo usadas dependendo da
massa molecular, da polaridade e da volatilidade.

O objetivo deste trabalho foi desenvolver e validar método analitico para determinar
caprolactama nos simulantes de alimentos acido acético 3% e azeite de oliva.
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Material e Métodos
Material

A caprolactama (pureza>99%, Sigma-Aldrich) foi utilizada como padrdo analitico e a 2-
azociclononanona (pureza>98%, Sigma-Aldrich) como padrdo interno. Os simulantes de alimentos
solugdo de acido acético 3% e azeite de oliva extra virgem foram empregados durante a validagdo
da metodologia.

Metanol (MeOH) e n-Heptano foram adquiridos da Mallinckrodt Chemicals (Phillipsburg,
USA), etanol (EtOH) da J. T. Baker, todos de grau cromatografico. Acido acético 100% grau P.A.
foi adquirido da Merck (Darmstad, Germany). Azeite de oliva extra virgem (La Espafiola) adquirido
em supermercado e agua destilada também foram utilizados.

Equipamento

Foi utilizado o cromatografo gasoso (CG) Shimadzu 17-A (Shimadzu, Kyoto, Japdo), com
detector de ionizagdo de chama (DIC) e coluna capilar DB-1701 (J&W Scientific) de 30m de
comprimento por 0,25mm de diametro interno e 0,25um de espessura do filme interno. A coluna
DB-5 (J&W Scientific) de 60m de comprimento por 0,25mm de didmetro interno e 0,25um de
espessura do filme interno também foi utilizada no estabelecimento das condigdes cromatograficas.

Métodos
Condicdes cromatograficas

As condigdes de operagdo do equipamento foram estabelecidas utilizando diferentes colunas
(DB-5 € DB-1701). Os parametros analiticos como temperatura do injetor, coluna e detector, fluxo
do gas de arraste, volume de injegdo e fase estacionaria foram estabelecidos com base no método
descrito pela Uniio Européia’, otimizados de acordo com as condigdes do laboratério.

Preparo das solugdes

As solugdes estoque de caprolactama e de 2-azociclononanona foram preparadas em MeOH
na concentragao de 10.000 e 350ug/mL, respectivamente. Posteriormente, por diluicdes sucessivas,
foram obtidas as solugdes de trabalho, as quais foram diluidas em acido acético 3% e azeite de
oliva, conforme necessario. As solugdes padrao de caprolactama e 2-azociclononanona em MeOH
de diferentes concentragdes foram adicionadas ao acido acético 3% e injetadas no CG. Ja para o
azeite de oliva, apos adigdo das solugbes padrao, foi realizada uma extragdo liquido-liquido usando
n-heptano e solugdo de etanol/agua (1:2). Apos agitagdo por 2 min. e descanso de 30 min., a fase
aquosa foi recolhida e filtrada em PTFE 0,22um, sendo posteriormente injetada no CG. Tais
solugdes foram armazenadas sob refrigeragao (10°C) no escuro, sendo utilizadas por no maximo
trés meses. As solugdes eram pesadas diariamente.

Validacio de método analitico
A validagao do método analitico incluiu a avaliagdo dos seguintes parametros: calibragao,

linearidade, precisdo, exatiddo, limite de detecgdo e limite de quantificagdo.
Calibragdo e linearidade



Cinco concentragdes das solugdes padrdo foram usadas na constru¢do da curva analitica,
injetadas no CG em decaduplicata. Foi empregado o método do padréo interno.

A linearidade do método foi determinada a partir dos dados referentes a curva de calibragao.
O calculo da regressao linear pelo método dos minimos quadrados forneceu a equagdo da reta(y = a
+ bx), onde x € a concentra¢do do analito na matriz e y a area do pico.

Limite de detecg¢do e limite de quantificagdo do método

O limite de detecgdo (LD) do método foi determinado como sendo a quantidade de
caprolactama correspondente a trés vezes a area do ruido de fundo no tempo de reten¢do do pico do
analito, injetando-se no sistema cromatografico solugdes padrao de caprolactama em acido acético e
azeite de oliva, em hexaduplicata.

O limite de quantificagdo (LQ) do método foi determinado como sendo a quantidade de
caprolactama correspondente a dez vezes a area do ruido de fundo no tempo de retengdo do pico do
analito, ou quando se obtinha um coeficiente de variagio menor que 5%, injetando-se no sistema
cromatografico solugdes padrdo de caprolactama em acido acético e azeite de oliva, em
decaduplicata.

Precisdo e exatiddo do método

A precisio do método foi avaliada mediante ensaio de repetibilidade e de precisdo
intermediaria. A repetibilidade foi avaliada realizando medidas intra-dias. Para tanto trés
concentragdes da solugdo padrdo (8,00, 80,00 e 400,00ug/mL para acido acético 3% e 2,13, 106,30
e 797,28ug/mL para azeite de oliva) foram injetadas no CG em triplicata e em quadruplicata num
mesmo dia. A precisdo intermediaria foi avaliada realizando medidas inter-dias. As mesmas
concentragdes empregadas no ensaio de repetibilidade foram usadas, e foram injetadas no CG trés ¢
quatro vezes em dias consecutivos, totalizando 10 injegdes.

A exatiddo do método foi avaliada mediante o estudo de recuperagdo. Para tanto, solugses
padrao contendo 8,00, 80,00 e 400,00ug de caprolactama em acido acético e 2,13, 106,30 e
797,28ug/mL de caprolactama em azeite de oliva, foram injetadas 10 vezes no CG. A exatiddo foi
expressa como a raziao percentual entre a concentragdo de caprolactama obtida e a concentragao

- - 11,20
adicionada®® "%

Analise Estatistica

O tratamento estatistico dos dados da validagdo do método analitico envolveu a
determinagdo da média, do desvio padrio e do coeficiente de variagdo utilizando o software
MICROSOFT EXCEL, 2000.

O tratamento estatistico dos dados para a obtengdo da curva de calibragdo envolveu a
determinagdo da equacgdo da reta de regressdo linear e do coeficiente de correlagdo utilizando o
software ORIGIN 7.0, 2000.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Condig¢des cromatograficas

Foram realizados estudos preliminares para estabelecer as condi¢des de operagio do
equipamento (diferentes fases estacionarias, diferentes programag¢des de temperatura) utilizando
solugdes padrao de caprolactama e 2-azociclononanona, segundo o método de determinagdo de
caprolactama em simulantes de alimentos’. A temperatura da coluna foi aquecida por 1min. a
130°C, e entdo programada a 10°C/min. até 170°C, permanecendo 1min. Em seguida foi empregada
nova programagdo de temperatura a 10°C/min. até 200°C, permanecendo 2min. O gas de an'astt:3



utilizado foi hidrogénio com um fluxo de 1ml/min. Inje¢des (1pL) no modo split na razao 1:20
foram feitas a 240°C. A temperatura de detecgdo foi de 250°C.

Os cromatogramas obtidos a partir do branco (metanol) e das solugdes de concentragio
80,00pg/mL de caprolactama e 14,20pug/mL de 2-azociclononanona em acido acético e 10,63 pg/mL
de caprolactama e 9,40pg/mL de 2-azociclononanona em azeite de oliva estio apresentados na
Figura 1. De acordo com os cromatogramas obtidos, verificou-se que a caprolactama e a 2-
azociclononanona estavam livres de compostos interferentes ou que sobrepunham aos seus sinais.

Validagao do método analitico
A validagdo foi efetuada de acordo com os protocolos relatados na literatura® ' 2. A
calibragdo, linearidade, limite de detecgao, precisdo e exatiddo foram avaliadas.

Curva de calibragdo e linearidade

As curvas de calibragdo obtidas para cada simulante apresentaram linearidade no intervalo
de concentragio de 1,60 a 640,00pg/mL para o acido acético e 0,80 a 1062,34pg/ml para o azeite
de oliva. A equagao de regressdo foi y = -0,0744 + 0,93463x para acido acético 3% e y = 0,0623 +
1,0697x para azeite de oliva, onde y é a razdo da area do pico da caprolactama pela area do padrao
interno e x, a razdo da concentragdo da caprolactama pela concentragdo do padrao interno. O
coeficiente de correlagio foi maior que 0,999, em ambos os casos. Foram injetadas 10 replicatas de
cada concentragao (1,60, 16,01, 64,00, 160,11 e 640,00ug/mL para acido acético e 0,80, 1,06,
10,63, 531,03 e 1062,34pg/mL para azeite de oliva), e determinadas as médias, os desvios padrao e
os coeficientes de variagcdo, que foram menores que 5 e 5,1%, respectivamente, para todas
concentragdes.

Nas Tabelas 1 e 2 estdo apresentadas as areas do pico da caprolactama e da 2-
azociclononanona correspondentes a cada concentragio das solugdes padrao usadas para o
simulante acido acético e para o azeite de oliva, respectivamente.

A linearidade foi estudada, utilizando a area relativa versus concentragdo relativa para a
obtencdo da curva de calibragdo e utilizando a razio area relativa/concentragio relativa versus log
da concentragdo relativa usada na curva de calibragio™ (Figura 2 e 3). Foi verificado que as
concentragdes usadas na curva de calibragdo estavam dentro do intervalo de confianga de 95%.

Precisdo e Fxatiddo

A precisdo € um critério utilizado para avaliar o desempenho de um método analitico ou
equipamento e expressa concordancia entre os dados experimentais obtidos, ou seja, quanto mais
proximos entre si maior sera a precisio® *. A precisio do método foi avaliada utilizando a
repetibilidade e a precisdo intermediaria durante o ensaio de recuperagdo. Os resultados obtidos
para cada simulante estdo apresentados nas Tabelas 3 e 4. Os valores do coeficiente de variagdo
obtidos na avalia¢do da precisdo intra-ensaio € inter-ensaio foram menores que 3,9 e 4,3% para
acido acético 3% e 2,5 e 3,1% para azeite de oliva, respectivamente, demonstrando boa
repetibilidade e precisdo intermediaria.

A exatiddo do método foi estudada durante a recuperagdo usando diferentes niveis de
fortificagdo e foi expressa como a porcentagem entre o valor real de caprolactama na amostra e o
valor obtido pelas analises* ® ' ?°. Verifica-se pelas Tabelas 3 e 4 que foram obtidos valores entre
100,5 a 106,0% para acido acético e entre 93,8 a 108,6% para azeite de oliva. Os coeficientes de
variagdo foram inferiores a 4,3 e 3,1% para o acido acético e para o azeite de oliva,
respectivamente, indicando boa exatidiao do método.

Limite de detecgdo e de quantificacdo do método



O limite de detecgdo (LD) do método foi determinado experimentalmente, para cada
simulante, utilizando sucessivas diluigdes a partir da solugdo padrdo de concentragdo 0,05ug/mL,
que foram injetadas no CG (n=6). O valor obtido para LD (S/R=3)* '" ?* foi 0,24ng para o
simulante solugdo de acido acético a 3% e 0,10ng para azeite de oliva, que estdo apresentados nas
Tabelas 5 e 6. Os coeficientes de variagdo referentes as areas dos picos da caprolactama e 2-
azociclononanona obtidos quando a solugdo foi injetada seis vezes no CG foram de 5 e 3,1%,
respectivamente para acido acético 3% e 4,8 e 3,4%, respectivamente, para azeite de oliva,
indicando boa precisdao em ambos os casos.

O limite de quantifica¢do (LQ) do método foi determinado experimentalmente, para cada
simulante, utilizando sucessivas dilui¢des a partir da solugdo padrdo de concentragdo 0,05ug/mL,
que foram injetadas no CG (n=10). O valor obtido para LD (S/R=10)""? foi 1,60pg/mL para o
simulante acido acético 3% e 0,80ug/mL para azeite de oliva, que estdo apresentados nas Tabelas 7
e 8. Os coeficientes de variagdo referentes as areas dos picos da caprolactama e 2-azociclononanona
obtidos quando a solugdo foi injetada dez vezes no CG foram de 4,2 e 4,5%, respectivamente para
acido acético 3% e 4,4 e 4,2%, respectivamente, para azeite de oliva, indicando boa precisdo em
ambos 0s casos.

CONCLUSOES

O método analitico baseado no método determinado pela Unido Européia e adaptado as
condigdes do laboratorio foi considerado efetivo para determinagdo quantitativa da caprolactama
em acido acético 3% e em azeite de oliva, obtendo boa precisdo e exatiddo, além de coeficientes de
correlagdo maiores que 0,999 para os dois simulantes analisados. O tempo de analise maximo foi de
11 minutos para os dois padroes utilizados.
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Figura 1. Cromatogramas de: (a) metanol e das solugdes padrio de caprolactama e 2-
azociclononanona em: (b) acido acético 3% (80,00 e 14,20ug/mL, respectivamente) e (c)
azeite de oliva (10,63 e 9,40ug/mL, respectivamente), obtidos em CG/DIC.



Tabela 1. Areas dos picos referentes as solugdes padrio de caprolactama (CP) em diferentes

concentragdes e 2-azociclononanona (PI) (14,2pg/mL) em acido acético a 3%, obtidas
por CG/DIC.

Concentragdo (pug/mL)
Cp PI CP PI CP Pl CP PI Cp Pl

1,60 16,01 64,00 160,11 640,00

36 599 663 703 2343 683 6854 631 28409 677
41 559 708 699 2592 699 6786 619 30082 692
39 633 684 621 2614 607 6843 655 29374 687
620 720 696 2433 643 7375 694 27742 637

40 596 727 659 2588 694 7291 624 30050 685
39 564 733 705 2620 703 7549 670 29770 704

41 570 725 694 2413 654 7419 681 28256 671
42 599 656 662 2372 640 7296 673 28547 698
40 591 649 677 2619 684 7295 642 30218 703
41 632 651 603 2623 678 7004 676 29224 694
Média (ug/mL) 39,9 596,3 6916 6719 2521,7 6685 71712 6565 291672 6848
DP 17 266 346 357 1161 312 2740 262 8788 199

CV (%) 42 45 5,0 53 46 47 38 40 30 29

CP: caprolactama; Pl padrio interno, DP: desvio padrio;, CV: coeficiente de vaniago.

Area do pico
(mV)




Tabela 2. Areas dos picos referentes as solugdes padrio de caprolactama (CP) em diferentes
concentra¢des e 2-azociclononanona (PI) (9,4 pg/mL) em azeite de oliva, obtidas por

CG/DIC.
Concentragado (ug/mL)
CP AZO CP AZQO CP AZO CP AZO CP AZQO
0,80 1,06 10,63 531,03 1062,34

50 588 71 653 581 603 37470 619 69559 623

52 629 67 575 623 653 36650 610 67326 561

46 610 64 592 589 580 37151 602 72847 593

47 642 68 617 631 626 36510 583 69263 568

Area do pico 47 637 73 636 613 654 36460 587 72630 589
(mV) 47 575 74 551 580 579 34578 545 71739 582

49 607 72 573 630 629 34797 579 66846 561

48 599 69 601 568 601 34758 575 74562 625

48 576 65 587 593 585 38256 638 67383 550

52 576 67 593 591 584 35029 558 73052 605
Média (ng/mL) 486 6039 69 5978 5999 6094 361659 5896 70520,7 5857
DpP 2,1 25,6 34 30,5 226 292 12974 282 27918 262

CV(%) 4.4 4.2 49 5,1 38 4.8 3,6 438 4.0 4.5

CP: caprolactama; PI: padrdo inteno; DP: desvio padrdo; CV: coeficiente de variagdo
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Figura 2. Determinagdo grafica da linearidade em acido acético 3%: (a) curva analitica; (b) grafico
da razdo sinal relativo/concentragdo relativa vs. concentragdo relativa em escala

logaritmica com intervalo de confianga de 95%.
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Figura 3. Determinag@o grafica da linearidade em azeite de oliva: (a) curva analitica; (b) grafico da
razdo sinal relativo/concentragdo relativa vs. concentragdo relativa em escala logaritmica
com intervalo de confianga de 95%.
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Tabela 3. Avaliagdo da exatiddo e da precisdo intra e inter-ensaios do método para determinagao
de caprolactama em acido acético 3% utilizando CG/DIC.

Repetibilidade (intra-ensaio)

Precisdo Intermediania (inter-ensaio)

Inje¢des n=3 n=3 n=3 n=10 n=10 n=10
Concentragio Real

(gizml) 8,00 80,00 400,00 8,00 80,00 400,00

8,15 87.34 412,29 8,16 87,34 41229

8,43 87,28 414,54 8,10 87,28 414,54

8,31 86,47 441,78 7.58 84,23 441,78

8,12 8212 426,04

Concentragdo 8,15 85,43 414,03

Obtida (pg/mL) 8,43 86,47 394,23

8,31 84,21 437,64

7,73 87,90 393,40

743 82,94 42532

8,38 80,40 43797

Média (pg/mL) 8,3 87,0 4229 8.0 84 8 4197
DP 0.1 0.5 16,4 0,3 2.5 17,2
CV (%) 1,7 0,6 3,9 43 2.9 4,1

Exatiddo (%) 100,5 106,0 104.9

DP, desvio padrdo
CV, coeficiente de variagdo (%)
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Tabela 4. Avaliagio da exatidao e da precisdo intra e inter-ensaios do método para determinagio de
caprolactama em azeite de oliva utilizando CG/DIC.

Repetibilidade (intra-ensaio) Precisdo Intermediaria (inter-ensaio)

Injegoes n=3 n=3 n=3 n=10 n=10 n=10
Concentragdo Real

(ug/mL) 2,13 160,30 797,28 2,13 106,30 797,28

2,30 103,62 770,20 2,12 99,24 805,03

2,30 103,01 788,71 2,34 103,62 805,44

2,29 99,00 771,88 2,37 103,01 803,13

2:39 98,57 788,27

Concentragdao Obtida 2,34 97,84 770,20

(ng/mL) 2,35 100,06 788,71

2,36 93,90 771,88

2,30 100,23 752,00

2.30 99,00 792,81

2,29 101,44 799,09

Meédia (pg/mL) 2,30 101,88 776,93 2,31 99,69 787,66
DP 0,0 2,5 10,2 0,1 2.8 17,8
CV (%) 0,4 2,5 1 3.1 2,8 2,3
Exatidao (%) 108,6 938 98,8

DP, desvio padrdo
CV, coeficiente de variacdo (%)
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Tabela 5. Quantidade de caprolactama (ng) e areas do pico de caprolactama (CP) e 2-
azociclononanona (PI) obtidas no ensaio de determinagdo experimental do limite de
deteccdo em acido acético a 3%.

Quantidade de Area do pico da CP  Area do pico do PI
caprolactama (ng) (mV) (mV)
10 658
10 638
0,24 (n=6) i ol
10 687
10 692
11 683
Média 10,3 672,2
DP 05 20,5
CV (%) 5.0 3,1

DP, desvio padrao
CV, coeficiente de variagdo (%)
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Tabela 6. Quantidade de caprolactama (ng) e areas do pico de caprolactama (CP) e 2-

azociclononanona (PI) obtidas no ensaio de determinagdo experimental do limite de

detecgdo em azeite de oliva.

Quantidade de  Area do pico da CP

Area do pico do PI

caprolactama (ng) (mV) (mV)
10 602
11 575
0,10 (n=6) . o
11 593
11 547
10 592
Média 10,7 580,0
DP 0,5 20,0
CV 4,8 3.4

DP, desvio padrio
CV, coeficiente de variagdo (%)
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Tabela 7. Quantidade de caprolactama (ug/mL) e areas do pico de caprolactama (CP) e 2-
azociclononanona (PI) obtidas no ensaio de determinagido experimental do limite de

quantificagdo em acido acético 3%.

Quantidade de Area do pico da CP Area do pico do PI
caprolactama (ug/mL) (mV) (mV)
36 599
41 559
39 633
40 620
N 40 596
1,60 (n=10) 5 o
41 570
42 599
40 591
41 632
Média 39,9 596,3
DP 1,7 26,6
CV (%) 42 45

DP, desvio padrio
CV, coeficiente de vanagio (%)
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Tabela 8. Quantidade de caprolactama (pg/mL) e areas do pico de caprolactama (CP) e 2-
azociclononanona (PI) obtidas no ensaio de determinagdo experimental do limite de
quantifica¢do em azeite de oliva%.

Quantidade de ~ Areado picoda Area do pico do

caprolactama (pg/mL) CP (mV) PI (mV)

50 588

52 629

46 610

47 642

0,80 (n=10) 84 637
47 575

49 607

48 599

48 576

52 576

Média 48,6 603.9
DP 2,1 25.6
CV (%) 4.4 42

DP, desvio padrao
CV, coeficiente de variagio (%)



