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RESUMO

O PVC tem sido amplamente utilizado na industria de embalagens, na forma de filme
flexivel de PVC, para o acondicionamento de alimentos. Porém, para que seja
possivel esta utilizacdo é necessaria a adicdo de plastificantes. Dentre o0s
plastificantes mais utilizados em filmes flexiveis de PVC est4 o adipato de di-(2-etil-
hexila) — DEHA. A possibilidade de que ocorra a contaminacdo do alimento por
constituintes da propria embalagem ndo pode ser negligenciada. A Resolucdo n°® 17
da ANVISA de 17 de marco de 2008 estabelece limite de migracédo especifica para
DEHA em 18 mg kg™ do alimento ou solvente simulante. Diante deste cenario é
necessario um monitoramento dos filmes flexiveis de PVC vendidos no comércio
para acondicionamento de alimentos. Para tal deve-se ter disponivel método para
determinacdo da migracdo do DEHA. A Resolucdo n® 51 da ANVISA de 26 de
novembro de 2010 estabelece condigcbes para o ensaio de migracdo, porém é
necessaria a validacao intralaboratorial do método. Com o objetivo de preencher
esta lacuna, o presente trabalho apresenta a validagdo de um método para
avaliacdo da migracdo do DEHA da embalagem para alimentos gordurosos. O teste
de migracdo do DEHA foi realizado através do contato de 1 dm? do filme de PVC
com 100 mL de solvente simulante isooctano por 48 h a 20 °C. A concentracéo de
migracdo do DEHA foi determinada por cromatografia a gas com deteccdo por
ionizacdo em chama e coluna de silica fundida recoberta internamente com fase
estacionaria constituida de 5% fenilmetilsiicone. O método foi validado
intralaboratorialmente e considerado adequado ao propdésito. A faixa de trabalho foi
definida de 6 a 36 mg kg™ e considerada linear, ndo sendo observada falta de ajuste
ao modelo. Nao foi observado efeito matriz. O método apresentou repetitividade e
precisao intermediaria adequadas e resultados robustos para temperatura e tempo
de migragcao de (20 £ 3) °C e 48 h = 30 minutos, respectivamente. Vinte e cinco
amostras de filme de PVC foram ensaiadas, apresentando resultados para a
migracédo especifica de DEHA entre 7,2 e 149 mg kg™ de solvente simulante. Dentre
as amostras ensaiadas, 48 % apresentaram resultado acima do limite estabelecido
na legislacdo. Dez amostras apresentaram resultado abaixo do limite de deteccéao do
método (0,52 mg kg™).

Palavras-chave: Validacdo. Migracdo. Alimentos gordurosos. adipato de di-(2-etil-

hexila). Cromatografia a gas.



ABSTRACT

PVC has been widely used in the packaging industry, in the shape of flexible PVC
film, for packaging foods. However, for this use is required the addition of
plasticizers. Among the plasticizers commonly used in flexible PVC films are di-(2-
ethylhexyl) adipate - DEHA. The possibility of the occurrence of the contamination of
food by constituents of the packaging itself cannot be neglected. Resolution N° 17 of
ANVISA of 17 March 2008 establishing specific migration limit for DEHA in 18 mgkg™
of food or simulant solvent. This scenario requires a monitoring of flexible PVC films
sold commercially for packing food. To do this must be available a method to
determine migration of DEHA. Resolution N° 51 of ANVISA of 26 November 2010
establishing conditions for the migration test, but is required the in-house validation of
the method. Aiming to fill this gap, this paper presents the validation of a method for
the determination of the migration of DEHA from packaging for fatty foods. The test
migration of DEHA was carried through contact of 1 dm? of PVC film with 100 mL of
simulant solvent isooctane for 48 h at 20 °C. The migration concentration of DEHA
was determined by gas chromatography with flame ionization detector and a fused
silica column coated internally with a stationary phase consisting of 5%
phenylmethylsilicone. The method was in-house validated and considered suitable
for purpose. The working range defined was 6-36 mg kg™ and considered linear, with
no observed lack-of-fit. There was no matrix effect. The method has adequate
repeatability and intermediate precision and robust results for temperature and time
migration of (20 + 3) °C and 48 h = 30 min respectively. Twenty five PVC film
samples were tested, presenting results for specific migration of DEHA between 7.2
and 149 mg kg* of simulant solvent. Among the samples tested, 48% had results
above the limit established by legislation. Ten samples had results below the limit of
detection (0.52 mg kg™).

Keywords: Validation. Migration. Fatty foods. di-(2-ethylhexyl) adipate. Gas
Chromatography.
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1 INTRODUCAO
1.1 POLI (CLORETO DE VINILA)

O Poli (cloreto de vinila) - PVC é um termopléastico vinilico, obtido a partir da
polimerizacdo do mondémero cloreto de vinila (MVC). O primeiro registro da reacao
de polimerizacéo ocorreu em 1872, quando Eugen Baumann detalhou a mudanca de
estado do cloreto de vinila, induzida pela luz solar, para um produto soélido branco,
que imaginou ser um isdmero do monémero (BRASKEM, 2006). Porém somente em
1930, na Alemanha, teve inicio a producédo comercial do PVC através da utilizagédo
da polimerizacdo em emulsdo. Em 1932 ocorreu 0 primeiro avango para seu uso
com a descoberta da utilizacdo de plastificantes, o que possibilitou ultrapassar
problemas relacionados a estabilidade e ao processamento térmico do PVC (ENDO,
2002).

Atualmente o PVC é fabricado através do sal marinho, principal matéria prima
do processo, e do petroleo. A partir do sal marinho € obtido o cloro, responsavel por
57% da resina de PVC. Enquanto a partir do petréleo é obtido o eteno, responsavel
pelos 43% restantes. Em fase gasosa, o eteno e o cloro reagem para formar o
dicloroetano, responsavel pela obtencdo do MVC. As moléculas de MVC sao
submetidas ao processo de polimerizacdo para formacao do PVC (INSTITUTO DO
PVC, [2012]). A figura 1 apresenta o processo de sintese da resina de PVC e adicao

de aditivos.

Figura 1. Sintese da resina de PVC e adigdo de aditivos

Agua Soda Caustica H H
Sal & Hidrogénio Resina de PVC: 1 ]
il - 2 BT% de cloro e ~-C=-C-
433 de eteno

Mistura
PVE +
Aditivos

T

b AT
ety

Compaosto de PAVC

Fonte: (INSTITUTO DO PVC, [2012])
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Nos ultimos anos tem ocorrido um rapido crescimento no desenvolvimento e
aplicacdo de compostos poliméricos com matrizes termoplasticas. Este movimento
se deve a facilidade de conformacédo e fabricacdo do polimero, a possibilidade de
obtencdo de produtos leves em relacdo aos materiais tradicionais, e ainda a boa
relacéo custo/desempenho mecéanico (GRIZZO; HAGE JUNIOR; LAURINI, 2011).

O PVC é o segundo termoplastico mais consumido em todo o mundo, com
capacidade mundial de producdo de resinas de PVC estimada em cerca de 36
milhdes de toneladas ao ano (BRASKEM, 2006). No ano de 2009 a producao
industrial brasileira de resina de PVC foi de 689.484 toneladas, somadas ainda a
importagcdo de 285.768 toneladas no mesmo ano. Do total de resina utilizada no
Brasil no ano de 2009, 5,1% foi utilizada na fabricacdo de embalagens (INSTITUTO
DO PVC, [2010)).

O PVC é considerado um dos polimeros mais versateis devido sua
possibilidade em interagir com diferentes aditivos, 0 que pode alterar suas
caracteristicas dentro de um amplo espectro de propriedades, apresentando-se
desde rigido a extremamente flexivel e, consequentemente, sendo utilizado em
aplicacbes que vao desde tubos e perfis rigidos, para uso na construgcdo civil, até
brinquedos e filmes flexiveis utilizados no acondicionamento de alimentos, sangue,
soro e plasma (MADALENO et al., 2009).

O PVC tem sido amplamente utilizado na industria de embalagens, na forma
de filme flexivel de PVC, para o acondicionamento de alimentos. Porém, para que
seja possivel esta utilizacdo € necesséria a adicdo de plastificantes (BARROS et al.,
2011).

1.2 ADITIVOS PLASTIFICANTES

Plastificantes sao substancias organicas sintéticas de baixo peso molecular,
adicionadas a resina de polimero para aumentar sua flexibilidade e a resisténcia do
produto final, facilitando a producéo e a processabilidade do polimero (SOUZA et al.,
2012). Tais aditivos normalmente possuem uma elevada mobilidade devido ao peso
molecular relativamente baixo e facilmente se difundem para os meios vizinhos,

particularmente aqueles com elevado teor de gordura (ZYGOURA et al., 2005).
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Os plastificantes comerciais sdo, de maneira geral, liquidos inodoros,
incolores, insolaveis em agua e de baixa volatilidade, sendo em sua grande maioria
ésteres ou poliésteres (BRASKEM, 2006).

O PVC é um dos polimeros mais frequentemente plastificados (RAHMAN;
BRAZEL, 2004). O PVC tem uma cadeia polihalogenada com atomos de cloro
covalentemente ligados a atomos de carbono, proporcionando, assim, muitos pontos
de interacdo dipolar ao longo da sua cadeia, que dao origem a interacfes fortes
entre cadeias e consequente rigidez do material polimérico. Os aditivos plastificantes
guebram a interacdo dipolo intercadeias proporcionando um material com
mobilidade e flexibilidade caracteristicas de um polimero com menor nimero de
interagbes. Assim, o uso de plastificantes faz com que o PVC adquira diversas
aplicagcbes, entre elas dispositivos médicos, material para embalagem e ainda
produtos infantis. (VINHAS et al., 2003).

Dentre os plastificantes mais utilizados em filmes flexiveis de PVC esta o
adipato de di-(2-etil-hexila) — DEHA (ALVES, 2009). A figura 2 apresenta a estrutura
do plastificante.

Figura 2. Estrutura do adipato de di-(2-etil-hexila)

Fonte: (NIST, 2011)

A Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos da América - EPA
classifica o DEHA dentro do grupo toxicoldgico C, como um possivel carcin6geno
humano. A classificacdo é baseada na auséncia de dados em humanos e ainda no
aumento da incidéncia de tumores hepaticos em ratos fémeas expostas ao
plastificante. Com excecdo de um ensaio de dominancia letal positivo, ndo ha
evidéncias de genotoxicidade, porém o DEHA exibe relagcfes estruturais com outros
compostos ndo genotdxicos classificados como provaveis e possiveis carcinogéneos
ao homem (U.S.EPA, 2012). Em estudo realizado com administracéo oral do DEHA

em camundongos, foi observada a producdo de adenomas e carcinomas no figado
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de machos e fémeas. A exposicdo in Gtero, e durante a lactacdo, ao DEHA induz
mortalidade peri e pds-natal da prole (PLASTINO, 2007).

1.3EMBALAGENS PARA ALIMENTOS

O uso crescente de materiais poliméricos para embalagens de alimentos,
principalmente plasticos, tém se destacado nas ultimas décadas devido a fatores
mercadoldgicos como transparéncia, leveza, resisténcia a quebras, versatilidade de
formatos e tamanhos, além dos sistemas de fechamento. Além disso, 0s custos sé&o
altamente competitivos, tornando os plasticos extremamente atraentes para 0s
produtores e usuarios de embalagens (ALVES, 2009).

A Resolucdo RDC n° 91, de 11 de maio de 2001, da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), do Ministério da Saude (MS) define a embalagem
para alimentos como “...um artigo que estd em contato direto com os alimentos,
destinado a conté-los desde a sua fabricacdo até a sua entrega ao consumidor, com
a finalidade de protegé-los de agentes externos, de alteracdes e de contaminacgdes,
assim como adulteracdes” (BRASIL, 2001).

Segundo Evangelista (1998), embalagem é todo material acondicionante que
exerca funcdes de protecdo do alimento in natura, da matéria-prima alimentar ou do
produto alimenticio, temporaria ou permanentemente, no decorrer de suas fases de
elaboracdo e armazenamento.

As embalagens de alimentos, dentre suas func¢des, visam proteger o produto
da contaminagdo externa, porém, a possibilidade de que ocorra contaminagdo do
produto por constituintes da propria embalagem nédo pode ser negligenciada,
principalmente por estar diretamente relacionada com a saude humana
considerando a seguranca alimentar e a qualidade dos alimentos (MELO, 2007).

Dentre as embalagens poliméricas mais utilizadas estdo as fabricadas em
PVC. Neste contexto, os filmes plasticos flexiveis de PVC ganham destaque por sua
ampla utilizacdo como embalagem de alimentos (BARROS et al., 2011), o que pode
causar a contaminacdo dos mesmos através da migracdo dos plastificantes

utilizados.
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1.4 MIGRACAO

A exposicao humana e ambiental aos plastificantes pode ocorrer de diferentes
maneiras. As causas mais relevantes destas exposi¢des incluem a contaminacao
durante o processo de fabricacdo do plastificante ou do polimero, lixiviacao,
migracdo e ainda evaporacdo dos plastificantes (RAHMAN, BRAZEL, 2004). A
alimentacdo tem sido reportada como a principal fonte de exposicdo humana ao
adipato de di-(2-etil-hexila). Isso se deve a migracao do plastificante, em particular
para alimentos gordurosos, tais como queijo e carne, a partir de fiilmes de PVC
utilizados como embalagens (IARC, 2000).

A Resolucdo RDC n° 91, de 11 de maio de 2001, da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), do Ministério da Saude (MS) define migracdo como
sendo a transferéncia de componentes do material em contato com alimentos para
estes produtos, devido a fendmenos fisico-quimicos. Migracdo especifica é a
quantidade de um componente ndo polimérico particular de interesse toxicoldgico
transferida dos materiais em contato com alimentos para os alimentos ou seus
simulantes, nas condi¢des equivalentes de ensaio (BRASIL, 2001).

Dentre os fatores que podem afetar a cinética de difusdo, ou migracdo dos
plastificantes estdo a natureza e a espessura do polimero, a natureza e a
concentracéo inicial do plastificante no polimero, o processo de plastificacdo, 0 meio
circundante, aléem das condicdes de contato entre o alimento e o polimero
(ZYGOURA et al., 2005).

A Resolucdo n® 17 da ANVISA de 17 de margo de 2008 estabelece limite de
migracdo especifica para DEHA em 18 mg.kg™ do alimento ou solvente simulante,
sendo este um produto que imita o comportamento de um grupo de alimentos que

tem caracteristicas semelhantes (BRASIL, 2008).

1.5 METODO ANALITICO

A Resolugdo n°® 51 da ANVISA de 26 de novembro de 2010, dispGe sobre
migracdo em materiais, embalagens e equipamentos plasticos destinados a entrar
em contato com alimentos. A resolucdo estabelece condicbes para o
desenvolvimento do ensaio de migracdo em solvente simulante. Para contato entre o

plastico e alimentos gordurosos, que contenham gordura ou 6leos entre seus
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componentes, a norma estabelece a utlizagdo de solventes simulantes D
(simulantes de alimentos gordurosos) ou ainda simulantes D’ (simulante equivalente
ao simulante D). Dentre os simulantes estabelecidos na categoria D, esta o
isooctano (BRASIL, 2010).

Em ensaios de migragcdo a amostra de material plastico € colocada em
contato com o solvente simulante nas condicdes de tempo e temperatura
correspondentes para que sejam reproduzidas as condicBes normais ou previsiveis
de elaboracado, fracionamento, armazenamento, comercializagdo e consumo do
alimento (UE, 2007). Para tempos de contato superiores a 24 h em temperaturas
maiores que 20°C e menores que 40°C, quando utilizado isooctano como solvente
simulante, o ensaio de migracao deve ser realizado a temperatura de 20°C por 48
horas (BRASIL, 2010).

A determinacdo da concentragcdo de migracdo especifica € realizada no
solvente simulante ao término do ensaio de migracao, através de técnica aplicavel a
deteccdo e quantificacdo da substancia de interesse. Na literatura sao relatadas
diferentes métodos para determinacdo da concentracdo de migracdo do DEHA em
solvente. Petersen e Breindahl (1998) relatam a determinacdo da concentracao de
DEHA em solvente isooctano por cromatografia a gas acoplada a espectrometria de
massas. Esteves e colaboradores (2007) descrevem método com determinagédo por
cromatografia a gas com detector por ionizagdo em chama. A figura 3 apresenta o

fluxograma do ensaio de migracéao.

Figura 3. Fluxograma do ensaio de migracgao.

Recorte de 1 dm? Adicdo de 100 mL Acondicionamento Determinacéo da
do material de solvente a temperatura de concentracao de
plastico. simulante. 20°C por 48 horas. migragao.
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1.6 VALIDACAO DO METODO

MilhGes de medicbes analiticas séo realizadas todos os dias em milhares de
laborat6rios ao redor do mundo (EURACHEM, 1998). E papel do laboratério de
ensaio demonstrar que os resultados obtidos em condi¢des particulares de aplicagéo
séo de confianca e adequados para o proposito (SOBOLEVA; AMBRUS, 2004).

O bom desempenho de qualquer técnica analitica depende crucialmente de
dois parametros: a qualidade das medidas instrumentais e a confiabilidade
estatistica dos calculos envolvidos no seu processamento. Uma forma de assegurar
a aplicabilidade e o alcance de um método durante as operac¢des de rotina de um
laboratorio é estabelecendo os limites destes parametros por meio da estimativa das
figuras de mérito, numa etapa conhecida como validacao (RIBEIRO et al., 2008).

A validacdo de métodos analiticos € assim um importante requisito para dar
suporte as atividades de metrologia em analise quimica e de garantia da qualidade
dos produtos nas industrias (ESTEVES et al.,, 2007), sendo um componente
essencial das medicbes que um laboratério deve implementar para garantir que o
mesmo produza dados analiticos confiaveis (THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002).

A norma ABNT NBR ISO/IEC 17025: 2005 estabelece requisitos gerais para a
competéncia de laboratorios de ensaio e calibragdo, sendo esta a base para a
acreditacdo de tais laboratérios. Segundo a norma, na utilizacdo de métodos
desenvolvidos pelo laboratério, 0 mesmo deve assegurar que as caracteristicas de
desempenho do método atendem aos requisitos para as operagfes analiticas
pretendidas (ABNT, 2005).

O Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia — INMETRO
estabelece que para um método de andlise de elementos tracos, todos os
parametros de validagcdo devem ser verificados. S&o considerados tracos o0s
elementos em concentracdo abaixo de 0,01 % (100 mg kg?). Os pardmetros a
serem verificados séo: linearidade e faixa de trabalho, precisdo (repetitividade e
precisao intermediaria), efeito matriz, robustez e limites de quantificacdo e deteccao
(INMETRO, 2010).

O desenho detalhado e a execucdo do procedimento de validagdo devem,
sempre que possivel, proporcionar uma avaliacao realista do nimero e da extenséo
dos efeitos operacionais que podem ocorrer durante o uso normal do meétodo

avaliado, bem como abranger a faixa de concentracdes de trabalho e tipos de
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amostra que estejam dentro do escopo do método (BRATINOVA; RAFFAEL;
SIMONEAU, 2009).
1.6.1 Faixa de trabalho

De acordo com o trabalho a ser desenvolvido, uma faixa de concentracao do
analito ou valores da propriedade no qual o método pode ser aplicado deve ser
definida, sendo denominada faixa de trabalho (GOUVEA, 2011). A faixa de trabalho
de um método analitico é o intervalo compreendido entre os niveis de concentracéo
superior e inferior, incluindo estes niveis, que demonstram precisao, exatiddo e
linearidade adequada (HUBER, 1998). A faixa de trabalho é uma parte importante da
validacdo do método analitico (BRATINOVA; RAFFAEL; SIMONEAU, 2009).

Para definicdo da faixa de trabalho a ser utilizada é necessaria a observacao
do limite de restricdo do analito, presente na legislacdo. Esta concentracdo deve
encontrar-se no meio da faixa de trabalho, onde a curva analitica apresenta a menor
incerteza para a determinacéo da concentracdo. Os niveis de concentracao da curva
analitica devem ser igualmente espacados e preparados com trés repeticdes
genuinas, ou seja, cada repeticdo é preparada independentemente, a partir de
solugdes estoque diferentes (THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002).

1.6.2 Curva analitica e linearidade

A construcdo de curvas analiticas € uma pratica comum em laboratorio, sendo
este passo de extrema importancia para a obtencdo de resultados precisos e com
boa exatiddo (BAZILIO et al., 2012). Levando-se em consideracao que a maioria dos
meétodos analiticos utilizam relacfes lineares para quantificacdo analitica, o exame
de uma funcdo de calibracdo para a linearidade é uma figura de desempenho
importante na validagdo de um método analitico (SOUZA; JUNQUEIRA, 2005).

A linearidade do método expressa a capacidade do mesmo em apresentar
resultados diretamente proporcionais em relagcdo as concentracbes do analito de
interesse, ao longo da faixa de trabalho (HUBER; 1998).

A linearidade pode ser testada informalmente através do exame de um grafico
de residuos produzidos por regressao linear das respostas nas concentracoes em
um conjunto de calibracdo apropriado. Qualquer padrdo de curva sugere falta de

ajuste (lack-of-fit) devido a uma funcdo de calibracdo nédo linear. Um teste de
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significancia pode ser realizado por meio da comparacdo da variancia da falta de
ajuste com aquela devido ao erro puro (THOMPSON; ELLISON; WOQOD, 2002).

Souza e Junqueira propde um procedimento detalhado para o teste de
linearidade de curvas de calibracéo na validacdo do ensaio analitico pelo método de
minimos quadrados ordinarios - MMQO, incluindo delineamento experimental, a
estimativa dos parametros, e tratamento de valores extremos (SOUZA;
JUNQUEIRA, 2005).

Valores extremos sao valores ou dados que estatisticamente néo fazem parte
do conjunto de dados estudado, podendo levar a erros na estimativa dos parametros
da regressdo (BELSLEY; KUH; WELSCH, 1980). Sendo assim é importante a

avaliacdo da presenca destes e uma possivel excluséo.

1.6.3 Efeito de matriz

A matriz da amostra pode conter componentes que interferem no
desempenho da medicdo, podendo haver acréscimo ou reducdo do sinal. A
magnitude do efeito também pode depender da concentracdo. Se o efeito matriz for
significativo, a linearidade, a tendéncia e a precisdo estardo seriamente
comprometidas (INMETRO, 2010).

O processo de preparacdo dos padrdes de calibracdo pode ser simplificado
se 0s mesmos podem ser preparados como solucdes simples do analito. Porém é
necessario que seja avaliada uma possivel incompatibilidade da matriz analisada
antes da utilizacdo desta estratégia simplificada de preparo dos padrdes
(THOMPSON; ELLISON; WOOQOD, 2002).

1.6.4 Repetitividade

A repetitividade é o grau de concordancia entre resultados de testes
independentes realizados em condi¢cdes de repetitividade, ou seja, obtidos com o
mesmo método, com material de ensaio idéntico, no mesmo laboratoério, pelo mesmo
operador, utilizando o mesmo equipamento e em curto intervalo de tempo
(THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002; BRATINOVA, RAFFAEL; SIMONEAU,
2009).
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A repetitividade é normalmente determinada para circunstancias especificas
gue na pratica pode ser muito variada (EURACHEM, 1998). Pode ser expressa
guantitativamente em termos da caracteristica da dispersao dos resultados, podendo
ser determinada por meio da analise de padrbes, materiais de referéncia ou adicédo
do analito a um branco da amostra (INMETRO, 2010).

Para uma avaliacdo correta da repetitividade do método, € necessaria a
verificacdo da homogeneidade da amostra utilizada. Amostras heterogéneas podem
causar resultados falsos de repetitividade, uma vez que é possivel confundir
problemas relacionados a homogeneidade da amostra com a falta de repetitividade
do método.

1.6.5 Precisao intermediaria

A precisdo intermediaria refere-se a precisdo avaliada sobre a mesma
amostra, amostras idénticas ou padrdes, utilizando o0 mesmo método, no mesmo
laboratério, mas definindo uma ou mais condigbes a variar. Dentre estas condi¢ges
estdo diferentes analistas, diferentes equipamentos e diferentes tempos (INMETRO,
2010).

1.6.6 Robustez

Em qualquer método existem certas etapas criticas que, se nédo realizadas
com cuidado suficiente, podem ocasionar desvios no resultado final. O desempenho
do método pode ser afetado e o resultado final pode n&o ser satisfatorio
(EURACHEM, 1998). A robustez de um método analitico € a resisténcia a alteracao
nos resultados produzidos por um processo analitico quando pequenos desvios sao
realizados a partir das condi¢cdes experimentais descritas no processo (THOMPSON;
ELLISON; WOOD, 2002). Sendo assim, testes de robustez examinam o efeito
destes desvios, realizados nas etapas criticas do procedimento analitico, no
resultado final obtido. Se a influéncia do desvio em um parametro do método esta
dentro de uma tolerancia especificada anteriormente, o parametro é considerado

dentro do alcance da robustez do método (HUBER, 1998). Se as medi¢cbes sao
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sensiveis a variagbes nas condi¢cdes analiticas, estas condicbes devem ser
adequadamente controladas ou uma indicacdo de precaucdo deve ser incluida no

procedimento analitico (ICH, 2005).

1.6.7 Limites de detecc¢éo e quantificacao

Sempre que as medicOes analiticas sdo realizadas em baixos niveis do
analito ou de uma propriedade, como por exemplo, em niveis de traco, torna-se
importante conhecer o nivel mais baixo do analito ou de uma propriedade, que pode
ser detectado e quantificado com seguranca pelo método (EURACHEM, 1998).

Em termos gerais, o limite de deteccdo (LOD) € a menor quantidade ou
concentracdo do analito na amostra, que pode ser seguramente distinguida de zero
(THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002). O limite de quantificagdo (LOQ) representa
0 menor nivel de concentracdo do analito que o método € capaz de determinar com
um nivel de incerteza adequado (BRATINOVA; RAFFAEL; SIMONEAU, 2009).

1.7 ESTIMATIVA DA INCERTEZA DE MEDICAO

Com o objetivo de adequar o ensaio as normas de qualidade de forma a
garantir a confiabilidade dos resultados analiticos e obter o reconhecimento da
competéncia do laboratério, um importante passo a ser dado é a acreditacdo do
ensaio, segundo os requisitos da norma ABNT NBR ISO/IEC 17025:2005. Um dos
requisitos técnicos abordados trata de métodos de ensaio e calibracdo, sendo
estabelecido que laboratorios de ensaio devem aplicar procedimentos para a
estimativa das incertezas de medicao (ABTN, 2005).

Diante deste cenario, a estimativa da incerteza de medicdo em ensaios
guimicos torna-se de grande importancia para a competéncia dos laboratérios de
ensaios e ainda requisito para a confiabilidade do resultado analitico. De uma forma
geral, o resultado de uma medicdo € somente uma aproximacdo ou estimativa de
uma quantidade especifica para um mensurando, assim, o resultado somente é
completo quando acompanhado por uma declaragdo quantitativa de sua incerteza
(NIST, 1994; DE LA CRUZ et al., 2010). O Vocabulario Internacional de Metrologia —

VIM define incerteza como um parametro ndo negativo que caracteriza a dispersao
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dos valores atribuidos a um mensurando, com base nas informacfes utilizadas
(INMETRO, 2012).

A tradicional abordagem para estimativa da incerteza de medicéo é baseada
na identificacdo, quantificacdo, e combinacdo de todas as contribui¢cées individuais
para a incerteza final. Nesta abordagem, chamada de “bottom-up”, a incerteza
combinada final é derivada das incertezas dos componentes individuais, sendo
adotada pela Organizacdo Internacional de Normalizacdo (ISO) (TOMIC; NASIPAK;
BABIC, 2012).

A estimativa da incerteza do resultado de um ensaio perpassa pelo
conhecimento dos pontos criticos do procedimento analitico, sendo necessario
conhecer os fatores que podem vir a influenciar o seu resultado final. Alguns destes
principais fatores envolvem o preparo dos padrbes analiticos, diluicdo das amostras,
medicdes feitas em um equipamento e procedimento de quantificacao por calibracao
(EURACHEM, 2012). Com as fontes de incerteza relevantes identificadas, através de
ferramentas estatisticas, sdo estimadas as incertezas padrao atribuidas a cada fonte

e a incerteza padrdo combinada final.

1.8JUSTIFICATIVA

A utilizacdo de embalagens de filme flexivel de PVC no acondicionamento de
alimentos pode trazer problemas relacionados a contaminacdo destes por
substancias presentes no material polimérico. O DEHA €é um dos principais
plastificantes utilizados como aditivo no processo de fabricacdo do filme, sendo
capaz de migrar do material polimérico para o alimento gorduroso em contato. A
legislacdo brasileira estabelece limite para a migracdo especifica do DEHA. Sendo
assim, € importante o monitoramento dos filmes flexiveis de PVC utilizados para
acondicionamento de alimentos. Para tal € necessario que estejam disponiveis
meétodos validados capazes de determinar a concentracdo de migracdo do

plastificante.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Validar método para determinacdo da migracdo do adipato de di-(2-etil-
hexila) de embalagens de filme flexivel de PVC para alimentos
gordurosos utilizando-se solvente simulante, com determinacdo da
concentracdo por cromatografia a gas com detector por ionizacdo em

chama.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Estabelecer método analitico para o ensaio de migracdo do adipato de di-

(2-etil-hexila) da embalagem para alimentos gordurosos;

» Verificar a aplicabilidade do método segundo os parametros: Linearidade;
Efeito Matriz; Repetitividade; Precisao Intermediaria e Robustez;

* Elaborar procedimento operacional padrdao para aplicagcdo do método no

laboratério de andlise de contaminantes organicos;

 Avaliar a migracdo especifica do DEHA para alimentos gordurosos
através de um programa de monitoramento em parceria com a Secretaria

Estadual de Vigilancia Sanitaria.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

Foram utilizados para o ensaio de migracdo e validacdo do método os
seguintes materiais de laboratério: Bureta de vidro de 5 mL, calibrada; erlenmeyers
de vidro de 250 mL com tampa esmerilhada de vidro; baldes volumétricos de vidro
de 50 mL calibrados; pipetas volumétricas de vidro de 20 mL calibradas; molde de 1

dm? calibrado.

3.2 PADROES E REAGENTES

Para o preparo das soluc¢des estoque, foi utilizado um padrédo de adipato de
di-(2-etil-hexila) do fabricante ChemService com pureza igual a (98,1 = 0,5) %. Foi
utilizado como solvente simulante o isooctano grau Absolv® do fabricante TEDIA
com pureza minima igual a 99,8 %. O solvente foi utilizado também para preparo

das solucdes estoque e de trabalho, e diluicdo das amostras.

3.3 EQUIPAMENTOS

Foram utilizados para o ensaio de migracdo e validacdo do meétodo os
seguintes equipamentos: Balanca analitica do fabricante Sartorius, calibrada, com
precisdo de 5 casas decimais, modelo R200D; estufa do fabricante FANEM modelo
347-CD/2 e faixa de trabalho de -10 a 60°C; termdmetro digital do fabricante VWR
com capacidade de leitura de -35 a 65°C, calibrado; cromatégrafo a gas do
fabricante Shimadzu, modelo GC-14A, com injetor automatico modelo AOC-20i e
detector por ionizagdo em chama; coluna de silica fundida recoberta internamente
com fase estacionaria constituida de 5% fenilmetilsilicone (HP-5 da J&W Scientific)
com dimensdes de 15 m de comprimento x 0,53 mm de diametro interno x 1,5 um de

espessura de filme interno.
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3.4 AMOSTRAS

Através de um programa, em parceria com as vigilancias sanitarias municipais
e estaduais do estado do Rio de Janeiro, foram recolhidas amostras de filme flexivel
de PVC para determinacdo da migracdo do adipato de di-(2-etil-hexila). Foram
recolhidas e analisadas 25 amostras de diferentes marcas disponiveis no mercado e
provenientes de diversos supermercados do estado. As amostras foram recebidas
no INCQS/FIOCRUZ através do grupo técnico de alimentos e ensaiadas no

laboratério de alimentos e contaminantes.

3.5 ENSAIO DE MIGRACAO

Para o ensaio de migracdo foram cortadas, com o auxilio de um molde
calibrado, trés se¢bes com 1 dm? de &rea do filme de PVC. Cada sec&o foi colocada
em contato com 100 mL de solvente simulante (isooctano) em um erlenmeyer de
vidro de 250 mL com tampa, e acondicionado em estufa a 20 °C durante 48 horas.

Apés a etapa de migracdo, foram injetadas aliquotas de 2 uL de cada solucdo
obtida pelo ensaio de migracdo, em um cromatografo a gas acoplado a um detector
por ionizagdo em chama - CG-DIC. As temperaturas do injetor e do detector foram
270 °C. A rampa de temperatura da coluna foi de 170 °C até 220 °C (18 min), com
acréscimo de 3 °C min™ e a vazdo do gas de arraste nitrogénio foi 5,7 mL min™.
Quando necesséario, as amostras foram diluidas para que suas concentracdes
estivessem dentro da faixa de trabalho.

O resultado final da migracdo do DEHA é reportado através da meédia das
areas dos picos cromatograficos das trés solucbes de migracdo da amostra
ensaiada, quantificado por meio de uma curva analitica do analito.

Segundo a diretiva 2002/72/CE (2002), a densidade de todos os simulantes
deve ser convencionalmente tomada como 1, assim a quantidade, em miligramas,
de substancia(s) liberada por litro de simulante (mg L™) corresponde numericamente
a quantidade, em miligramas, de substancia(s) liberada por quilograma de simulante
ou alimento. Sendo assim, a concentracdo de migracdo final é reportada em

miligramas de DEHA por kg de solvente simulante ou alimento.
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3.6 VALIDACAO DO METODO
3.6.1 Desenho experimental da curva analitica

A faixa de trabalho definida foi de 6 a 36 mg L™, observado o limite de
restricdo do adipato de di-(2-etil-hexila) de 18 mg L™ de solvente simulante. As
solugdes da curva analitica foram preparadas com concentragdes nominais de 6, 12,
18, 24, 30 e 36 mg L™. Para o preparo da curva analitica foram preparadas 3
solucbes estoque medindo-se em balanca analitica calibrada, 3 fracdes do padréo
de adipato de di-(2-etil-hexila) com aproximadamente 100 mg. Cada fracdo foi
transferida quantitativamente, uma por vez, para um baldo volumétrico de 100 mL
calibrado, e este foi avolumado a marca com isooctano. O mesmo baléo foi utilizado
para o preparo das trés solucdes, sendo lavado e secado entre cada procedimento.
Na tabela 1 estdo descritos os dados do preparo das solucbes estoque. As
concentragbes das solugbes estoque foram determinadas através das massas
medidas na balanga analitica e dos volumes dos baldes volumétricos reais,

presentes em seus respectivos certificados de calibracéo.

Tabela 1. Preparo das Solugbes Estoque

Solugéo Massa de Volume do  Concentracdo
Estoque Padréo (mg) Baldo (mL)  Final (mg L™
S: 100,13 1061,15
S, 108,09 99,963 1060,76
S; 108,52 1064,98

Dezoito solugbes de trabalho foram preparadas medindo-se volumes
apropriados das solucdes estoque preparadas. A figura 4 apresenta o fluxo de

preparo das solugdes de trabalho.

Figura 4. Fluxo de preparo das solugBes de trabalho.

Solugédo Estoque S;

Solugéo Estoque S,

Solugéo Estoque S;

S, J+0,3 mL Ss4 J+0,3mL
Sy, J+0,6 mL S,, 0,6 mL S;, [+0,6 mL
0,9 mL 0,9 mL 0,9 mL
1.2 mL Sa4 Ss4
Sis 1,8 mL S 1,8 mL [ 1,8 mL
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Os volumes das aliquotas foram medidos com o auxilio de uma bureta de
vidro calibrada com capacidade de 5 mL e os volumes finais das solu¢gdes foram
ajustados em balbes volumétricos de 50 mL calibrados. Foram determinadas as
concentracfes finais das solucdes de trabalho através das concentracbes das
solugbes estoque e dos volumes reais, presentes em seus respectivos certificados
de calibracéo, da bureta e dos baldes volumétricos. A tabela 2 apresenta os dados

do preparo das solucdes de trabalho.

Tabela 2. Preparo das Solu¢6es de Trabalho.

. _ Concentracgdo da
Solugdo ~ Volumeda  VolumeFinalda ;  sojucgo de Trabalho

Solugao Estoque Aliquota (mL)  Solucédo (mL) ! (mg L), X
Sis 0,2960 49,99 1 6,2833
Si, 0,5940 50,04 2 12,5964
Sis 0,8930 49,95 3 18,9711
Sia S1 1,1920 50,05 4 25,2725
Sis 1,4900 50,07 5 31,5752
Sis 1,7890 50,03 6 37,9487
So1 0,2960 49,99 7 6,2809
S 0,5940 50,04 8 12,5917
Sys 0,8930 49,95 9 18,9641
Soa S2 1,1920 50,05 10 25,2631
Sys 1,4900 50,07 11 31,5635
Ss 1,7890 50,03 12 37,9347
Sas 0,2960 49,99 13 6,3059
Sas 0,5940 50,04 14 12,6418
Sas < 0,8930 49,95 15 19,0395
Saa : 1,1920 50,05 16 25,3636
Sus 1,4900 50,07 17 31,6891
Sas 1,7890 50,03 18 38,0856

ApOs o preparo das 18 solucdes de trabalho, foi injetada uma aliquota de 2 pL
de cada solucdo no CG-DIC, nas condi¢cdes cromatograficas descritas nos itens 3.3

e 3.5. Afigura 5 apresenta a sequéncia de injecao.
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Figura 5. Sequéncia de Injecdo no Cromatografo a Gas

3.6.2 Avaliacao da linearidade da curva analitica

Com os dados obtidos na confeccdo da curva analitica, os parametros de
regressao foram estimados com o auxilio da planilha “Planilha para Avaliacdo de
Premissas” elaborada por Bazilio e colaboradores (2012). Foi avaliada a presenca
de valores extremos (outliers), a normalidade, homoscedasticidade e a
independéncia dos residuos da regressdo, e o ajuste ao modelo linear. Foram
determinados ainda os limites de deteccao (LOD) e quantificacao (LOQ).

3.6.2.1 Estimativa dos parametros de regressao

Os parametros de regresséo foram estimados através das equactes 1 e 2.

S, ~
b=-">, Equacéo 1
SXX
a=y-hbx Equacgéao 2
sendo,

S, =206 (% = 9

Su =2 (%~ X,

onde, N é o nimero total de pontos da curva analitica.
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O residuo e, referente a cada valor x;, foi calculado através da equacgéo 3.
&=y -, Equacao 3

sendo,

y. = variavel dependente estimada pela equacéo de regresséo.

O coeficiente de determinacéo do ajuste R? foi calculado, sendo definido pela
equacao 4.

n

2(5-9)°

R? ==L Equacéo 4
Z(yi _37)2
=

3.6.2.2 Tratamento de valores extremos

Os valores extremos foram avaliados pelo método dos residuos padronizados

Jacknife, cuja estatistica é o residuo padronizado Jacknife J;, calculado para cada

ponto da curva de calibracdo, conforme descrito pela equacéo 5.
J. =T n—_p—lz : Equacao 5
n=p-r

onde,
N = ndmero total de dados,

p = numero de parametros do modelo,

r :S—| (residuo padronizado),
G

S, =Sesy/1—h (erro padréo do residuo),

_v\2
h SO (ponto de alavanca),
n

X

> -5’

(desvio padrao residual).
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Valores maiores que o valor t,.,,,, critco sdo considerados valores

extremos, podendo ser removidos (BELSLEY; KUH; WELSCH, 1980).

Primeiramente a replicata com maior valor absoluto de J, € excluida e em seguida

sdo excluidas as demais repeticbes uma a uma, até o0 maximo de 22,2% do niamero
original de dados (HORWITZ,1995). N&o se deve também excluir todo um nivel de
concentracdo, devendo permanecer ao menos uma repeticdo em cada nivel. A cada

dado excluido os parametros de regressdo sao novamente estimados.

3.6.2.3 Teste de normalidade

O método dos minimos quadrados ordinarios - MMQO pressupfe que 0s
residuos da regressdo seguem a distribuicdo normal, ndo havendo desvios de
normalidade. A normalidade dos residuos da regresséao € verificada pelo teste Ryan-
Joiner (RYAN; JOINER, 1976). Os residuos foram primeiramente ordenados em

ordem crescente. Em seguida, foi construido um gréafico dos valores dos residuos

ordenados € versus os valores dos percentis estimados para uma distribuicdo

normal reduzida ¢ (quantis normais). Os quantis normais s&o obtidos pela equagéo

6.

L[G-3/8) )
q=¢ {(n+1/4)}| 1,...,n, Equacéo 6
onde,

g, = valor normal esperado,

¢ "= inverso de uma funcéo de distribuicdo normal padrao.

O coeficiente de correlagdo R,, entre € e ¢ € calculado pela equagéo 7

S, .
R,=——— Equagéo 7

V See X Sqq
onde,

n n

. . 2820
=26 8o -g)=> eq - ﬁ

i=1 i=1 n
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i=1 i=1 n
D8
= i=1
o
pe!
= =it
q —

O coeficiente de correlagdo R,, é entdo comparado com o Rcrit(n) para um a

de 0,05, como descrito na equagéo 8.

01288 0,6118+ 13505

Jn n n?

Rcrit(n) = 1,0063— Equacéao 8

O coeficiente de correlacdo R,, deve ser maior que o valor de Rcrit(n).

Valores abaixo indicam, a ndo normalidade dos residuos da regressao.
3.6.2.4 Teste de homoscedasticidade

A homoscedasticidade dos residuos da regressdo foi verificada através do
teste de Levene (LEVENE, 1960), modificado por Brown & Forsythe (BROWN;
FORSYTHE, 1974). Os residuos foram divididos igualmente em dois grupos, porém
sem haver separacao de repeticdes de um mesmo nivel em grupos diferentes. Um

deve conter os niveis de menor concentracdo e outro 0s niveis restantes. S&o

calculadas as medianas dos residuos de cada grupo (€ e €,), o valor absoluto das

diferengas entre os residuos e as medianas dos respectivos grupos (d,, :‘Q —elj‘ e
d,, :‘é‘z—ezj‘), a média das diferencas d e a soma dos quadrados dos desvios

SQDx dos valores d,; de cada k grupo. A estatistica t, foi obtida pela equagéo 9.
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d,-d, \
t, = ———, Equacao 9

(1 1) ,
~+ " |s
n n
onde,

29,

Ny

©

ak = (desvio médio de cada k grupo),

dy; =|& —&| (mddulo do desvio da mediana de cada k grupo),

n, = numero de dados em cada k grupo,

€ = mediana de cada k grupo,

>3 (0 -4,
s === (variancia combinada).
(nl +tn, = 2)

Ha indicagdo de homoscedasticidade caso a estatistica t, ndo exceda o valor

Critico ty ypnin—o (LEVENE, 1960; BROWN; FORSYTHE, 1974).

3.6.2.5 Teste de independéncia (autocorrelacédo dos residuos)

A autocorrelacdo ou independéncia dos residuos foi verificada através do
teste de Durbin-Watson (DURBIN; WATSON, 1951). A estatistica deste teste é a

estatistica d, definida pela equacéo 10.

n

Z ( - e‘—1)2

d=i=2__ Equacao 10

Sé&o calculados dois limites criticos d, (limite inferior) e d, (limite superior). Se

o valor de destiver entre os dois limites, o teste é inconclusivo. Valores de d

menores que d, , indicam autocorrelagdo, enquanto valores de d maiores que d,
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indicam independéncia dos residuos. Os limites d, e d, para um a =0,05 sdo dados

pelas equacdes 11 e 12.

2,8607 3,4148+ 16,6400

d =19693- ,
=1 Jn n n?

Equacédo 11

30547 13862 163662
+ + ,

d, =1,9832-
v =1 Jn n n?

Equacéo 12

3.6.2.6 Teste de significancia da regresséao e do desvio da linearidade

O teste de significancia da regressao e do desvio da linearidade foi realizado
através da andlise de variancia apresentada na tabela 3, avaliada através da
estimativa dos parametros pelo método dos minimos quadrados ordinarios - MMQO.

Tabela 3. Analise de variancia para significancia da regresséo e do desvio da linearidade.

FV GL SQ oM F p
{i(x I~ _Y)T s " Distribuic&o de
Regresséo 1 Ea. G?‘egr Qs;egr probabilidade F
;(X' _X)Z e ® DISTF(FRegr ;GLRegr;GLResiduo)
- 2 S esS —
Residuos n-2 2i=9) % = St
i=1 Res
Desvio d s oM Distribuicdo de
o e U2 -5 = o™ probabilidade F
neardade - e e DISTF(FDesvit;GLDesvior;GLErroPuro)
Entre Niveis u-1 Z"]nk(yk-y)z
u N S
Erro Puro n-u ;Z(ykj “%)° G%i"
(v —v)° SQol
Total n-1 200=9) oL

Total

FV , fonte de variagdo, GL, graus de liberdade; SQ, soma dos quadrados; QM , média dos
quadrados; F , estatistica da analise de variancia; P, significancia; N, nimero de pontos da curva

analitica; U, numero de niveis de concentragéo; N, numero de pontos em cada nivel de
concentragdo; Y, , resposta medida; X , concentra¢do do analito; )A/, , variavel dependente estimada
pela equacgdo de regressdo; Y, média das respostas medidas; X, média das concentragdes; Yy i
ésima resposta medida do k-ésimo nivel de concentracéo; Y, , média das respostas medidas do k-

ésimo nivel de concentracgéo, 9kj, variavel dependente estimada pela equagéo de regressao para o
k-ésimo nivel de concentracgéo.
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O valor da significancia pobservado para a regressao deve ser menor que
0,001 enquanto o valor da significancia pobservado para o desvio da linearidade

devera ser maior que 0,05 (DRAPER; SMITH, 1998).

3.6.2.7 Limites de deteccao e quantificacdo

Através da curva analitica final, apds sua avaliacdo e exclusdo de possiveis
valores extremos, foram determinados os limites de deteccdo LOD (Equagéo 13) e
de quantificacdo LOQ (Equacdo 14). O meétodo utilizado baseia-se na curva
preparada e no seu intervalo de confianca (MILLER; MILLER, 1993; HUBER, 2003).

(Yoo~ @) )
LOD :T' Equacao 13
onde,
= 1, ¥
YSUD =at+t go5n X Sxy 1+E .
(% -%)°
i=1
_v\2
(2% LODXb+a) +1t 445, X SXY 1414 (2>n< LOD-%)° __
2 (% = %)?
HOQ= = Equacéo 14

3.6.3 Efeito matriz

Souza (2007) descreve um procedimento analitico para avaliacdo do efeito
matriz, onde uma curva analitica preparada em solvente é comparada com uma
curva preparada na presenca da matriz da amostra. O efeito matriz € considerado
nao significativo quando as curvas analiticas preparadas nao diferem
estatisticamente entre si.

Para o preparo da curva na presenca da matriz, foram analisadas vinte
repeticbes de uma amostra de filme flexivel de PVC sem a presenca de DEHA.

Todas as etapas previstas no método de migracao foram seguidas. Ao final da etapa
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de migragdo, as solugdes foram reunidas e homogeneizadas formando uma Unica
solugcéao de migracgao.

As solucdes da curva analitica foram preparadas seguindo-se o procedimento
descrito para o preparo da curva analitica em solvente, porém utilizando-se a
solugcdo de matriz preparada no lugar do solvente isooctano. Organizou-se uma
batelada de amostras com o solvente, e em seguida as solug¢des de trabalho em
ordem aleatoria de niveis, com todas as repeticdes de um mesmo nivel no solvente
e na matriz agrupadas. As amostras da batelada foram analisadas por CG-DIC nas

condicdes analiticas determinadas nos itens 3.3 e 3.5.
3.6.3.1 Avaliacdo dos resultados

Primeiramente foi avaliada a linearidade da curva analitica preparada na
presenca da matriz. Uma vez observada a normalidade dos residuos da regresséo e
0 ajuste ao modelo linear, a curva é comparada com a curva em solvente, preparada
anteriormente. E verificada a homogeneidade entre as variancias dos residuos das
duas curvas através do teste de F (SNEDECOR; COCHRAN, 1989). A estatistica F

do teste é calculada através da equacdo 15, com o maior valor de s>_no numerador,
e € comparada com o valor critico F 5, -, Valores de F menores que o valor

critico demonstram que as variancias ndo diferem entre si, indicando a

homoscedasticidade.

SrZ
F=—L Equacéo 15
Sees2

Havendo homoscedasticidade, as inclinacdes (equacédo 16) e intersecdes

(equacdo 17) das duas curvas sdo comparadas através do teste t com variancias

combinadas. A hipotese de efeito matriz é rejeitada quando t, e t, sdo menores que
0 valor t critico ty ,zn.n-4- OS indices 1 e 2 diferenciam as curvas preparadas no

solvente e na matriz respectivamente.

_M, Equacao 16
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{ = &, -a,| , Equacéo 17

aJ%Zﬁ+%Z€

rlsxx1 r]2 Sxx2

n -2)s2, +(n, —2)s? P i
(N =2)Seq + (N, ~2)Seer (variancia combinada).
n+n,-4

onde, sf) =

Havendo heterocedasticidade, as inclinacbes (equacdo 18) e intersecoes
(equacgdo 19) das duas curvas sdo comparadas através do teste t com variancias

amostrais. A hipétese de efeito matriz € rejeitada quando t', e t'\, s&o menores que

o valor critico t,,_,,,,,, sendo v definido pela equacgao 20.

b, ~b,|
(S | e
SXXl SXX2
_ la, -4

) \/srileXf ESX
NS, NS,

( Lo, sfeszjz
V= M :
(2a/n) | (So/n)
n-2 n,—-2

t, = Equacéo 18

Equacéo 19

Equacéo 20

3.6.4 Repetitividade

Para a avaliacdo da homogeneidade da amostra e repetitividade do método,
foi realizado o ensaio de migracdo de dez repeticbes genuinas de uma amostra
contendo o analito. As analises foram conduzidas nas mesmas condi¢cfes analiticas,
no menor espaco de tempo possivel e pelo mesmo analista. Apés 0 ensaio de
migracdo, aliquotas das dez solu¢des de migracao foram injetadas em sequéncia no
CG-DIC (replicata 1). Em seguida as solucdes de migracdo foram analisadas
novamente alterando-se aleatoriamente a sequéncia (replicata 2). O procedimento
foi repetido mais uma vez com uma nova sequencia aleatoria (replicata 3). A figura 6

apresenta a sequéncia de injecao no CG-DIC.
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Figura 6. Sequéncia de analises para os ensaios de repetitividade e homogeneidade

___________________
L === = = === ———— -

___________________
S - -

Replicata 2 E—-*I L A HATHAHAL HAs HAs [ As HAwH As [H A i

3.6.4.1 Avaliacdo da homogeneidade da amostra

As concentracdes do analito, nas repeticdes genuinas, foram estimadas por
meio da curva analitica previamente preparada. As replicatas das repeticdes sao
organizadas como apresentado na figura 7, e a variancia das concentracdes de cada
grupo é calculada. Através do teste de Grubbs é verificada a presenca de valores
extremos entre as variancias, excluindo algum grupo se necessario. A
homogeneidade da amostra € testada através da analise de variancia (Tabela 4) das
concentragcdes dos grupos (A1, Az, As, ..., Ajp) de replicatas das repeticdes (ABNT,
2012).

Figura 7. Grupos de replicatas

Replicata Grupo | Grupo | Grupo | Grupo | Grupo | Grupo | Grupo | Grupo | Grupo | Grupo
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1 A Az As Aq As As Az As Ag Ao

2 A A, As Aq As As A As Ao Ao

3 A A, As A As As Az As Ao Ao

Tabela 4. Analise de variancia (ANOVA) para avaliacao da homogeneidade da amostra.

FV SQ GL QM F P
(EEn(t;r)e 0S grupos iZ::n (% - %) g-1 %EZ g%zz DISTF(Fee; Glee;Glyg)
A I CRE U MU =
Total Zg:i(xij -X)? (Zg:(ni)J—l %
e El Total

FV , fonte de variagdo; SQ, soma dos quadrados; GL, graus de liberdade; QM , média dos
quadrados; F , estatistica da andlise de variancia; P, significancia; ¢, nimero de grupos; N,
namero de replicatas da repeticdo; X, concentracdo medida para a replicata; DISTF, distribuicdo de
probabilidade F .
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A amostra é considerada homogénea se o valor da significancia p observado

for maior que 0,05. Se a amostra for considerada heterogénea deve-se repetir o

teste com uma nova amostra.
3.6.4.2 Avaliacao da repetitividade do método

Para a avaliacdo da repetitividade do método s&o utilizadas as primeiras
replicatas de cada repeticdo genuina (replicata 1). Segundo Souza (2007), na
conducado de experimentos sob condi¢cdes de repetividade a precisdo € expressa em
termos de desvio padrdo relativo das concentracbes das repeticdes genuinas
ensaiadas. O teste € avaliado por meio da razdo de Horwitz ( HorRat), originalmente
calculada para condicdes de reprodutibilidade. Porém € possivel utiliza-la na

avaliagéo da repetibilidade utilizando-se o desvio padréo relativo DPR (Equacéo 21)

e o desvio padrao relativo previsto DPRP , ambos em condi¢des de repetibilidade.

DPR, = %x 100, Equacéo 21
X

onde,
X =média das concentracdes medidas para as repeticoes,

s=desvio padrao das concentracdes medidas para as repeticdes genuinas.

Os valores de DPRP séo tipicamente de um meio a dois ter¢cos do valor de

DPRR, (HORWITZ; ALBERT, 2006), sendo este calculado através da equagéo de
Horwitz (Equacgédo 22). A equacao representa empiricamente as alteracdes no

DPRR, ocasionadas por variagdes na concentragdo da amostra. Para o calculo do

DPRP, neste trabalho é utilizada a razdo maxima de dois ter¢os (Equagao 23).

DPRR, =2C™ Equacéo 22
onde, C = concentracdo do analito em fragcdo de massa.

DPRP, = %DPRPR Equacéo 23
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O método é considerado repetitivo com um valor de HorRat (Equagéo 24)

menor ou igual a 2.

DPR,
DPRP, -

HorRat , = Equacéo 24

3.6.5 Precisdo Intermediaria

Em cinco dias diferentes, foram preparadas e analisadas, quatro repeticdes
de uma mesma amostra. Apdés 0 ensaio de migracdo, as amostras foram diluidas
para que suas concentracfes estivessem dentro da faixa de trabalho. Através da
curva analitica validada, a concentragcdo de cada repeticdo de cada dia foi

determinada. O teste foi avaliado através da determinacdo do desvio padrdo de

precisdo intermediaria relativo ao tempo Si,,,, (Equacdo 25) e do desvio padréo

relativo de preciséo intermediaria DPR, .., (Equagéo 26).

. 1 < —\2 ~
Shempo = (X —X)7, Equacéo 25
° \/t(n—l);kz;; e
i
DPR, cant = I‘e_’“p°><100. Equacéo 26
onde,

t =dias de analise,
n = repeticdes genuinas por dia,
X =concentracdo medida para a repeticao,

X =meédia das concentracdes medidas para as repeticoes.

A razao HorRat, (Equacdo 27) foi calculada pela divisdo entre o desvio
padrao relativo de precisao intermediaria DPR,.;, € 0 DPRR,. Valores de HorRat,

menores ou iguais a 2 indicam precisao intermediaria adequada.
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HorRat ., = DPR precim Equacao 27

DPRP,

3.6.6 Robustez

A avaliacdo da robustez foi realizada segundo o método de comparacao de
médias (teste t). Foram escolhidas cinco pequenas varia¢des criticas para o método
na verificacdo da sua robustez. Foram avaliadas duas variagbes na temperatura,
duas no tempo de migracéo, e uma no formato do corte do filme de PVC. A tabela 5

apresenta as variacoes realizadas.

Tabela 5. VariacGes Avaliadas

Variacdo Condicdo Normal Condicéo Variada
Tamanho do Corte 1 x (1 dm? 4 x (0,25 dm?)
. ~ 47 h 30 min
Tempo de Migracéo 48 h ,
48 h 30 min
17 °C
Tgmpe[atura de 20 °C
Migragcao 23°C

Uma amostra foi analisada seguindo as condi¢cdes normais do método. A
mesma amostra foi analisada mais 5 vezes, realizando em cada uma delas a
variacdo correspondente no método. Ao final de cada procedimento, foram
analisadas 3 aliquotas de cada solugcdo. As solucbes provenientes do ensaio de
migracao foram diluidas para que suas concentracdes estivessem dentro da faixa de
trabalho.

Para cada variacédo, verificou-se através de teste F (SNEDECOR; COCHRAN,
1989) a homogeneidade entre as variancias da amostra ensaiada para a variagéo e
da amostra ensaiada nas condi¢cdes normais do método. A estatistica F do teste é

calculada atraves da equacdo 28 e € comparada com o valor critico F o o) -

Valores de F menores que o valor critico demonstram que as variancias nao diferem

entre si, indicando a homoscedasticidade.
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I:calculado -

Equacéo 28

|9,

onde, s’ e s’ sdo as variancias de cada amostra, com a maior varidncia no

numerador.

Havendo homoscedasticidade, as médias das concentracbes das duas
amostras sdo comparadas através do teste t (Equacdo 29). Onde o método €

considerado robusto para a variagdo quando t_ . € Mmenor que o valor t critico

t (al2n-1) -

t

Equacéo 29

calculado

X, = concentracdo da i-ésima replicata da amostra ensaiada nas condi¢des normais

do método,

X, = concentracdo da i-esima replicata da amostra ensaiada para a variacao,

s®= variancia das diferencas,

n= numero de pares de replicatas comparadas.

Havendo heterocedasticidade, as médias das concentracdes das amostras
sdo comparadas através do teste t com variancias amostrais. Onde o método é
considerado robusto para a variacdo quando t cacuae (Equacéo 30) € menor que o

valor critico t_,,,,, sendo v definido pela equagdo 31.

¢ _R-%[ Equacéo 30
calculado — > >

i+372
nl n2
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e
(st/n.) | (s2/m,)

n-1 n,-1

Equacéo 31

3.7 INCERTEZA DE MEDICAO

O processo de estimativa da incerteza foi iniciado pela determinagao do
mensurando e identificacdo das fontes de incerteza para o método analitico. Para
cada fonte de incerteza as variaveis de entrada séo determinadas e as incertezas
associadas a cada fonte sdo quantificadas. Possiveis correlagfes entre as variaveis
sao identificadas e as incertezas combinada e expandida s&o calculadas.

No ensaio de migracdo estudado o mensurando € representado pela
concentracdo de migracao do analito para o solvente simulante. A determinacéo da
concentracdo de migragdo foi realizada através da equacgdo 32 proveniente da

equacao da curva analitica.

G :% Equacéo 32

Onde, A € a média das areas dos picos referentes as amostras obtidas pelo
ensaio de migracdo, Cy a concentracdo média do analito encontrada na amostra, b a
inclinag&o da reta, e a a intersecao.

E necessario que a estimativa da incerteza de medicéo seja desenvolvida de
maneira completa e confiavel, observando-se a contribuicdo quantitativa de cada
fonte (DE LA CRUZ et al., 2010). Devem ser considerados 0s erros que possam
ocorrer durante o processo analitico desde o preparo dos padrdes até a obtencao do
resultado final (SHEGUNOVA; BERCARU; SEJER@E-OLSEN, 2008). Através de
uma andlise detalhada da expressdo do mensurando e do conhecimento dos pontos
criticos do ensaio, sdo identificadas as fontes de incerteza que possam vir a
impactar no resultado final. A figura 8 apresenta as fontes de incerteza mais
importantes (LEITO; LEITO, 2004).
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Figura 8. Incertezas de maior importancia
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Para uma estimativa adequada da incerteza de medicao, € importante que o
processo analitico seja cuidadosamente observado. No entanto, deve ser evitada a
duplicidade de contribuicdo das incertezas, 0 que poderia causar uma
superestimativa da incerteza combinada. Com este fim, foi construido um diagrama
de causa e efeito, também conhecido como diagrama de Ishikawa ou espinha de
peixe (BUCHMANN; SARKIS, 2002). A figura 9 apresenta o diagrama de causa e
efeito construido para o ensaio de migracdo. O diagrama evidencia as principais

fontes de incerteza identificadas para o ensaio.

Figura 9. Diagrama de causa e efeito para o ensaio de migracao.

Preparo dos Padroes Curva Analitica
P, Coeficiente
Coeficiente angular, b
Ps linear, a —_—>
< Concentracéo de
2 Migraggo (mg L™
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de Mi -
e Wigragdo Variabilidade das
Migracédo medicdes (area do pico)
do Analito

Repetitividade (area do pico)

As principais fontes de incerteza identificadas para o ensaio de migracéo
foram: incerteza associada a curva analitica (ucg), incerteza associada a
repetitividade do método (ugep) € a incerteza associada ao preparo dos padrdes da

curva analitica (U(dil) ).
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Incerteza associada ao preparo dos padroes de calib  ragao u iy

A incerteza de medicdo associada ao preparo dos padroes ugy engloba as
incertezas associadas ao preparo de cada padrdo (Upi), Ugp2), Up3) sendo uma
incerteza combinada destas (IPAC, 2007). As incertezas associadas ao preparo de
cada padréo uen) foram calculadas atraves dos coeficientes de sensibilidade de cada

variavel e suas relacdes matematicas como apresentado na equacgéao 33.

2 2
C. XU C.xv. xu V. XU
—_ (Ve) € € (V ) € (Ce) 2
Up, = + | t|———= Equacao 33

Vo vy Vo

onde, C_é a concentragdo da solugéo estoque, v,0 volume da aliquota da solucéo
estoque, v, 0 volume final da solucdo do padrao de calibracao, u,, a incerteza
associada a solugdo padréo, u,a incerteza associada a aliquota da solucdo
estoque, U ,a incerteza associada ao volume final da solucdo do padrdo de

calibracdo e u ,a incerteza associada a concentragao da solucao estoque.

Estimadas as incertezas de cada padrdo preparado para a curva analitica,

estas foram combinadas através da equacao 34.

Equacao 34

onde, C,é a concentracdo de cada n solucdo de trabalho e ug)a incerteza

associada ao preparo de cada n solucéo de trabalho.

Incerteza associada a curva analitica  u,

A incerteza associada a interpolagdo na curva analitica uco € baseada no
calculo do intervalo de confianca da curva construida através do método dos

minimos quadrados ordinarios — MMQO, considerando-se 0 modelo de resposta
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linear (EURACHEM, 2012). A incerteza associada a curva analitica foi estimada
através da equacéo 35.

2
C,-C
- Sresidual X i_'_l_'_

U, = Equacéo 35
(Co) b p n S quag

n 32
, S, = ZKC]. —Cj ,C, & a concentragéo da solugéo de

=1

Onde, Sresidual =
migracdo encontrada para a amostra, p o numero de repetigcbes para determinar C,

, N 0 ndmero total de determinacbes para construgdo da curva analitica, Ca

concentracdo média da curva analitica, e b a inclinacao da reta.

Incerteza associada a repetitividade  u.,

A incerteza associada a repetitividade é oriunda de efeitos aleatorios e é em
geral medida a partir de experimentos repetidos e quantificada em termos de desvio
padrdo de resposta (EURACHEM, 2012). A incerteza associada a repetitividade do
meétodo Ugep) provem do desvio padréo das areas dos picos calculadas para as trés
solucbes e engloba as variacbes inerentes ao processo analitico. A incerteza

associada a repetitividade foi estimada através da equacdo 36 (AVILA et al., 2009).

S, 1 -

Uprep) = — 7= X+ Equacao 36
Jp b

onde, s,., € 0 desvio padrdo das areas dos picos correspondentes as aliquotas das

solucdes de migracdo das repeticdes, p o numero de repeticbes para determinar a

concentragdo de migragdo para a amostra e b o coeficiente angular da curva

analitica preparada.
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Estimativa da incerteza combinada final U,

A incerteza padrdo combinada final u.,,, associada ao mensurando, sendo

este o resultado da medicdo analitica, é obtida pela combinacdo apropriada das
incertezas padrdo estimadas para as grandezas de entrada (EURACHEM, 2012;
ABNT, 2003). A incerteza combinada final, para o ensaio de migragao estudado, foi

estimada através da equacao 37.

2 2
u u
Ucomb :COX\/(u(dI))z "{ (ng +( (CCO)j Equacéo 37
0 0

Estimativa da incerteza expandida U

Através da incerteza combinada final foi calculada a incerteza expandida
associada ao resultado analitico. A incerteza expandida € uma medida da incerteza,
dada para uma funcéo de distribuicdo de probabilidade apropriada ao resultado,
habitualmente distribuicdo normal, associada a um nivel elevado de confianca. A
incerteza expandida é dada pelo produto entre a incerteza padrdao combinada
estimada e um fator de abrangéncia k para um nivel de confianca desejado
(equacdo 38) (OLIVEIRA; AGUIAR, 2009; ABNT, 2003; IPAC, 2007).

U =KX Uicomp) Equacéo 38
onde, k é o fator de abrangéncia.

Nos casos em que a incerteza u.,(Yy)€é aproximadamente normal ou 0s
graus de liberdade efetivos v, de u,,,(Yy)sdo de tamanho significativo, utiliza-se k=2

para um nivel de confianca de aproximadamente 95%. Para quase todos os fins,
devido a natureza aproximativa do processo de estimativa da incerteza de medicao,
pode-se adotar k=2 (EURACHEM, 2012; ABNT, 2003). Contudo é possivel também
determinar o valor de k, quando o processo de estimativa de incerteza ndo possui

graus de liberdade efetivos suficientemente grandes. Segundo o ISO GUM, os graus
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de liberdade efetivos podem ser calculados através da férmula Welch-Satterthwaite
(equacao 39) (ABNT, 2003).

_ui(y)
Uett _—i U (y) Equacéo 39
i-1 U
onde,

u. € a incerteza combinada do método; u. é a incerteza padrdo da componente i e

U, é o numero de graus de liberdade da componente i.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1VALIDACAO DO METODO
4.1.1 Avaliacao da linearidade da curva analitica preparada em solvente
4.1.1.1 Tratamento de valores extremos

Foi avaliada a presenca de valores extremos pelo método dos residuos
padronizados Jacknife, sendo as repeticbes i= 7 e 8 consideradas extremas e

removidas do conjunto de dados. Apds a remocgao das 2 repetigdes o valor t, ., .o

critico encontrado foi 2,1604, sendo maior que o valor absoluto do residuo

padronizado Jacknife J_, calculado para cada ponto da curva de calibragéo. A figura

10 apresenta a curva analitica final apos a remocao dos valores extremos.

Figura 10. Curva analitica final de DEHA em solvente
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41.1.2 Teste de normalidade

A normalidade dos residuos da regresséo foi verificada pelo teste Ryan-

Joiner. O coeficiente de correlagdo R,, entre ¢ e g e o valor de Rcrit foram
calculados e a tabela 6 apresenta os resultados obtidos. O valor de R,,encontrado,

maior que o valor critico Rcrit(a=0,05) indica que os residuos da regressdo seguem

a distribuicdo normal.
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Tabela 6. R,, e Rcrit calculados
R Rcrit(a=0,05)
0,9852 0,9411

Req, coeficiente de correlacdo entre ei e
qi; Rerit, R critico.

4.1.1.3 Teste de homoscedasticidade

A homoscedasticidade dos residuos da regressdo foi verificada através do
teste de Levene (1960), modificado por Brown e Forsythe (1974). A tabela 7
apresenta os resultados obtidos. O valor encontrado para a estatistica t,, menor que

0 valor critico t, ., .., »indica a homoscedasticidade dos residuos.

Tabela 7. Resultados Obtidos

Estatistica  Grupo 1 Grupo 2

n 10 6
Mediana 30,6 -51,1
dm 1,45x10°> 2,17 x10°
SQD 3,31 x10° 3,94 x10°
Var 5,18 x10*
t* 0,615
tcritico 2 ) 145

n, nimero de observagdes no grupo;
dm, média das diferencas entre cada
residuo e a mediana do seu grupo; t,
estatistica t.

4.1.1.4 Teste de independéncia (autocorrelagdo dos residuos)

A autocorrelacdo dos residuos foi verificada através do teste de Durbin-
Watson. A tabela 8 apresenta os resultados obtidos para os limites d. (inferior) e dy
(superior) com um nivel de significancia de 0,05. O valor calculado para a estatistica
d do teste, maior que o limite superior, indica a independéncia dos residuos. A figura

11 apresenta graficamente a independéncia dos residuos da regresséao.
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Tabela 8. Limites d, e dy
d d. dy
1,700694 1,1057 1,370093

d, estatistica d; d, limite inferior; dy, limite superior

Figura 11. Gréfico de Durbin-Watson (g; X
ei.1), curva em solvente

4.1.1.5 Teste de significancia da regressao e desvio da linearidade

O teste de significancia da regressdo e desvio da linearidade foi realizado
através da analise de variancia - ANOVA. A tabela 9 apresenta os resultados
obtidos.

Tabela 9. Analise de variancia para significancia da regressao e do desvio da linearidade

FVv GL SQ QM F p
Regressao 1 2,36 x10° 2,36 x10° 4,59 x10* 5,13 x107°
Residuos 14 7,20 x10° 5,14 x10*
Desvio da Linearidade 4 2,79 x10° 6,98 x10* 1,59 2,52 x10*
Erro Puro 10 4,40 x10° 4,40 x10*
Total 15 2,36 x10°

FV , fonte de variagdo; SQ, soma dos quadrados; GL, graus de liberdade; QM , média dos
quadrados; F , estatistica da andlise de variancia; p, significancia.

O valor da significancia pobservado para a regressao foi inferior a 0,001

7

indicando que a regressao € significativa. O valor da significancia p observado

para o desvio da linearidade foi superior a 0,05 indicando que a falta de ajuste nao
é significativa. A linearidade da curva preparada, confirma a utilizacdo da faixa de

trabalho adotada, sendo esta de 6 a 36 mg L™.
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4.1.2 Limites de deteccgao e quantificagdo — LOD e LOQ
Os limites de deteccdo e quantificacdo foram obtidos através da curva
analitica final. A tabela 10 apresenta os limites obtidos e a Figura 12 apresenta o

intervalo de confianga da reta.

Tabela 10. Limites de deteccao e quantificacédo

Limite de Deteccdo  Limite de Quantificacdo
0,52mg L™ 1,56 mg L™*

Figura 12. Intervalo de Confianca da Reta
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4.1.3 Efeito matriz

4.1.3.1 Avaliagédo da linearidade da curva preparada na presenca da matriz

4.1.3.1.1 Tratamento de valores extremos (outliers)

Foi avaliada a presenca de valores extremos (outliers) pelo método dos

residuos padronizados Jacknife. O valor t, ., ., critico encontrado foi 2,1314 e

nenhuma repeticédo foi considerada extrema atraves do teste. A figura 13 apresenta

a curva analitica final preparada na presenca da matriz.
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Figura 13. Curva analitica final preparada na presenca
da matriz
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4.1.3.1.2 Teste de normalidade

A normalidade dos residuos da regresséo foi verificada pelo teste Ryan-

Joiner. O coeficiente de correlacdo R, entre ¢ e ¢ e o valor de Rcrit foram
calculados e a tabela 11 apresenta os resultados obtidos. O valor de R,,encontrado,

maior que o valor critico Rcrit(a=0,05) indica que os residuos da regressdo seguem

a distribuicdo normal.

Tabela 11. R, e Rcrit calculados
Req Rcrit (a=0,05)
0,9491 0,9461

Req, coeficiente de correlacdo entre e; e
q;; Rerit, R critico.

4.1.3.1.3 Teste de homoscedasticidade

A homoscedasticidade dos residuos da regresséo foi verificada através do
teste de Levene (1960), modificado por Brown e Forsythe (1974). A tabela 12
apresenta os resultados obtidos. O valor encontrado para a estatistica t,, menor que

0 valor critico t, ..., ,indica a homoscedasticidade dos residuos.
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Tabela 12. Resultados Obtidos

Estatistica Grupol  Grupo 2
n 9 9
Mediana -7,42E+00 -1,02E+03
dm 5,72E+02 1,40E+03
SQD 5,25E+06 3,97E+07

Var 2,81E+06
t 1,054

tcritico 2 ) 120

n, numero de observacdes no grupo;
dm, média das diferencas entre cada
residuo e a mediana do seu grupo; t,
estatistica t.

4.1.3.1.4 Teste de independéncia (autocorrelacédo dos residuos)

A autocorrelacdo dos residuos foi verificada através do teste de Durbin-
Watson. A tabela 13 apresenta os resultados obtidos para os limites d, (inferior) e dy

(superior) com um nivel de significancia de 0,05.

Tabela 13. Limites d, e dy
d d. dy
2,6231 1,1567 1,3907

d, estatistica d; di, limite inferior; dy, limite superior

O valor calculado para a estatistica d do teste, maior que o limite superior,

indica a independéncia dos residuos. A figura 14 apresenta graficamente a

independéncia dos residuos da regresséao.

Figura 14. Gréfico de Durbin-Watson (g; x
ei.1), curva na presenca da matriz
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4.1.3.1.5 Teste de significancia da regressao e desvio da linearidade

O teste de significancia da regressdo e desvio da linearidade foi realizado
através da analise de variancia - ANOVA. A tabela 14 apresenta os resultados

obtidos. O valor da significAncia pobservado para a regressao foi inferior a 0,001
indicando que a regressao € significativa. O valor da significancia p observado para

o desvio da linearidade foi superior a 0,05 indicando que a falta de ajuste ndo é

significativa.

Tabela 14. Analise de variancia para significancia da regressao e do desvio da linearidade

FV GL SQ QM F p
Regressao 1 2,59 x10° 2,59 x10° 1,15 x10° 2,42 x10™°
Residuos 16 3,59 x10’ 2,24 x10°
Desvio da Linearidade 4 1,19 x10’ 2,99 x10° 1,50 2,65 x10*
Erro Puro 12 2,40 x10’ 2,00 x10°
Total 17 2,63 x10°

FV , fonte de variagdo; SQ, soma dos quadrados; GL, graus de liberdade; QM , média dos
quadrados; F , estatistica da andlise de variancia; p, significancia.

4.1.3.2 Avaliacao do efeito matriz

A homoscedasticidade entre as variancias dos residuos das duas curvas foi
verificada através do teste F (SNEDECOR; COCHRAN, 1989). A tabela 15

apresenta as variancias de cada curva (solvente e matriz) e a estatistica F.

Tabela 15. Avaliacdo da homoscedasticidade entre

as curvas

Teste F
Szres Solvente 51384
SZres: Matriz 2244006
G I—res Solvente 14
G I—res Matriz 16
Faz: n1-2,n2-2) 2,92
F calculado 43,67

S%es sovene, Variancia dos residuos da curva
preparada em solvente; SZres Matriz» Variancia dos
residuos da curva prepara na presenca da matriz;
GL, graus de liberdade; Fg.ap; n1-2; n2-2), F tabelado.
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Sendo as variancias das curvas analiticas consideradas heterocedasticas, as
suas inclinagdes e interse¢cbes foram comparadas através do teste t com variancias

amostrais. A tabela 16 apresenta os resultados das estatisticas t;, e ta.

Tabela 16. Comparacéo das inclinacbes e
intersecdes das curvas

Teste T
ty 1,316
ta 0,191
GL 16,82
ta-a:cL) 2,12

tp; valor de t calculado para a inclinacao; t,;
valor de t calculado para a intersecédo; GL,
graus de liberdade; tu.qzc), valor de t
tabelado.

Os resultados dos testes permitem afirmar que o método nédo apresenta efeito
matriz, pois, estatisticamente (a=0,05) as curvas analiticas preparadas no solvente e
na presenca da matriz se equivalem. Adicionalmente conclui-se que o método nao

apresenta interferentes.

4.1.4 Repetitividade

Os resultados obtidos foram organizados em grupos de replicatas de cada
amostra, calculando-se a variancia de cada amostra. A tabela 17 apresenta as

concentracdes obtidas em mg L™, e a variancia de cada amostra.

Tabela 17. Grupos de replicatas
Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra

Replicata

2 3 4 5 7 8 9 10
1 20,85 20,67 21,17 20,92 20,81 20,77 20,88 20,94
2 21,07 21,06 20,99 20,74 20,83 21,06 21,09 20,90
3 20,72 20,79 20,91 21,00 21,14 20,89 20,98 20,78

Variancia 0,0311 0,0388 0,0177 0,0182 10,0336 0,0222 0,0117 0,0071

Foi avaliada a presenca de valores extremos (outliers) entre as amostras,
sendo as variancias testadas através do teste de Grubbs. As variancias das
amostras 1 e 6 foram consideradas discrepantes sendo estas amostras excluidas. A
homogeneidade das amostras restantes foi avaliada através da andlise de variancia

- ANOVA. A tabela 18 apresenta os resultados obtidos.
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Tabela 18. Andlise de variancia (ANOVA) para avaliagdo da homogeneidade da amostra.

Fonte de Variag&o SQ GL QM F p
Entre os grupos (EG) 0,0812767 7 0,011611 0,514808 0,810457
Dentro dos grupos (DG) 0,3608633 16 0,022554

Total 0,4421401 23

Sendo a amostra considerada homogénea (p>0,05), a repetitividade foi

avaliada através da primeira replicata das amostras (Replicata 1). Foi verificada
através do teste de Grubbs, a presenca de valores extremos (outliers) dentre as

concentracdes, sendo nenhum valor extremo encontrado. A tabela 19 apresenta os
valores calculados para o desvio padréo relativo DPR, o DPRP e o HorRaf. Os

resultados obtidos indicam que o método apresenta repetitividade adequada.

Tabela 19. Avaliacdo da Repetitividade

DPR DPRP HorRat
0,710 6,714 0,106

4.1.5 Precisao intermediaria

As respostas encontradas foram avaliadas através da curva analitica
preparada no solvente e suas concentracbes foram determinadas. A tabela 20

apresenta as concentragdes das amostras e os resultados obtidos para o DPR,

redant *

Os resultados obtidos indicam preciséo intermediaria adequada.

Tabela 20. Avaliacdo da Preciséo Intermediaria

Amostras Concentracdo em mg L™

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5

1 52,30 48,52 49,27 50,12 50,45

2 52,10 49,22 50,11 50,59 51,97

3 51,71 49,16 49,91 50,86 51,95

4 50,84 49,54 49,85 49,75 51,68

Média 51,74 49,11 49,78 50,33 51,51
S(tempo) 0.55
DPRJrecint 11082
DPRR (%) 8,821

HorRat, 0,123
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4.1.6 Robustez

Para cada variacéo, verificou-se através de teste F (SNEDECOR; COCHRAN,
1989) a homogeneidade entre as variancias da amostra ensaiada para a variagéo e
da amostra ensaiada nas condi¢cbes normais do método. Os valores de F calculados
apresentaram-se menores que o valor critico, para a igual a 0,05, indicando
homogeneidade entre as variancias para todas as variacdes. As meédias das
replicatas de cada variagdo foram comparadas com a média das replicatas da
amostra ensaiada nas condicbes normais através de teste t, onde o método é

considerado robusto para a variagdo quando t_,. .., € menor que o valor t_,., para o

igual a 0,05. A tabela 21 apresenta os resultados dos testes.

Tabela 21. Teste F e Teste T para comparacdo de médias

Variacdo Média Variancia Teste F Teste T

CondigBes Normais 48,76 0,106 - -
Tamanho do Corte: 4 x 0,25 dm? 48,37 0,240 2,271 0,805
Tempo de Migragao: 47 h e 30 4819 0,099 1,070 2,251
minutos

Te;mpo de Migracdo: 48 h e 30 48.36 0,100 1,058 1,313
minutos

Temperatura de Migragéo: 17 °C 48,36 0,069 1,539 1,583
Temperatura de Migragéo: 23 °C 47,80 0,520 4,930 1,917
Valores Criticos 39,00 4,303

Com os resultados obtidos o método apresenta-se robusto para todas as
variacdes estudadas. Através das alteracbes realizadas, foi possivel estabelecer
faixas de variabilidade para os parametros avaliados. Assim a temperatura e o
tempo de migracdo foram definidos como (20 = 3) °C e 48 h £ 30 minutos,

respectivamente.

4.2 PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO - POP

Como resultado do processo de validacdo do método, foi elaborado o
procedimento operacional padrdo — POP INCQS 65.3120.155 para a determinacao
da migracdo do adipato de di-(2-etil-hexila) da embalagem para alimentos

gordurosos. O procedimento descreve as condicdes de realizacdo do ensaio a
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serem seguidas no laboratério de contaminantes organicos do INCQS e leva em
consideracao os parametros avaliados no processo de validagéo.

4.3 AMOSTRAS ENSAIADAS

Foram analisadas vinte e cinco amostras de filme flexivel de PVC recolhidas
no comércio do estado do Rio de Janeiro. As amostras foram provenientes de

diversos estabelecimentos e de marcas e tamanhos variados.

4.3.1 Avaliagdo da concentragédo de migracdo de amostras de filme flexivel de PVC

As amostras foram ensaiadas conforme procedimento validado anteriormente
para determinacdo da migracdo especifica do adipato de di-(2-etil-hexila) em filmes
flexiveis de PVC em contato com alimentos gordurosos. Para cada amostra
ensaiada, foi estimada a incerteza de medicdo inerente a concentracdo de migracao
especifica determinada. A estimativa foi realizada através do método “bottom-up”
descrito no item 3.7. As amostras foram identificadas de 1 a 25 para identificacéo
univoca das embalagens. A tabela 22 apresenta os resultados obtidos.

Tabela 22. Migracao especifica do DEHA, determinada para as amostras ensaiadas

Amostra Resultado Amostra Resultado
1 < 0,52 mg kg™* (LOD) 14 (94,4 £3,7) mg kg™
2 (95 +13) mg kg™ 15 < 0,52 mg kg™* (LOD)
3 (77,8 £3,1) mg kg™ 16 (36,74 +0,92) mg kg™
4 < 0,52 mg kg™ (LOD) 17 (75,4 £4,8) mg kg™
5 < 0,52 mg kg™ (LOD) 18 (33,4+2,1) mg kg™
6 < 0,52 mg kg™ (LOD) 19 (149 + 27) mg kg™
7 (86,4 + 4,2) mg kg™ 20 < 0,52 mg kg™* (LOD)
8 < 0,52 mg kg™ (LOD) 21 (39,9 £1,5) mg kg™
9 < 0,52 mg kg™ (LOD) 22 (21,60 + 0,50) mg kg™
10 < 0,52 mg kg™ (LOD) 23 (74,8 £2,4) mg kg™
11 < 0,52 mg kg™ (LOD) 24 (7,20 £ 0,40) mg kg™
12 (120,7 +5,9) mg kg™ 25 (14,29 +0,97) mg kg™

[N
w

(17,12 +0,55) mg kg™
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Do total de amostras ensaiadas, treze apresentaram resultados satisfatorios
para a migracdo especifica do DEHA, sendo dez resultados abaixo do limite de
deteccdo do método (0,52 mg kg?). Doze amostras apresentaram resultados
insatisfatorios, sendo dez resultados acima de 200% do limite maximo estabelecido
pela legislacdo (18 mg kg™).

Durante a andlise da migracdo do DEHA foi possivel observar a presenca de
outras substancias, dentre as quais se destaca o ftalato de di-(2-etil-hexila) - DEHP,
possivel carcinogénico ao homem. Porém né&o foi possivel a quantificacdo destas
substancias pelo método proposto, sendo necesséaria a aplicagdo da cromatografia
liguida de alta eficiéncia - CLAE.



64

5 CONCLUSAO

O meétodo desenvolvido para deteccdo e quantificacdo da migracdo do
adipato de di-(2-etil-hexila) a partir de filmes flexiveis de PVC em simulante
isooctano foi considerado adequado ao propdsito. Todos os parametros avaliados
como linearidade, efeito matriz, repetitividade, precisdo intermediaria e robustez
apresentaram resultados satisfatorios para a faixa de concentracdo definida na
validacédo do método.

O procedimento operacional elaborado ira padronizar o ensaio de migracéo
realizado no laboratério de contaminantes organicos do INCQS, sendo importante
para 0 aumento do escopo de acreditacdo do laboratério, pelo INMETRO, na
realizacdo do ensaio. Porém é necessario que se estabeleca um processo de
melhoria continua, avaliando na rotina do laboratorio a aplicacdo do procedimento.

As amostras de filme de PVC ensaiadas apresentaram resultados para a
migracdo especifica de DEHA entre 7,2 e 149 mg kg™ de solvente simulante, dentre
as quais 48 % apresentaram resultado acima do limite estabelecido na legislacéo.
Dez amostras apresentaram resultado abaixo do limite de detec¢cdo do método (0,52
mg kg™).

E um problema de salde publica a exposicdo da populacdo as quantidades
de DEHA acima do limite permitido pela legislagcdo, como evidenciado neste estudo.
Considerando-se outras possiveis fontes de exposicdo ao plastificante, o quadro
ainda se agrava. Devido ao crescente uso dos materiais poliméricos plastificados
pela populacao, a migracao torna-se a principal fonte de contaminagao, sendo capaz
de atingir um maior nimero de individuos.

O meétodo desenvolvido e validado é uma importante ferramenta de suporte
para a fiscalizacdo junto a vigilancia sanitaria. Através da determinacdo da migracao
especifica do DEHA em filmes flexiveis de PVC comercializados, € possivel
direcionar acdes regulatorias e promover uma maior confiabilidade nos produtos
disponiveis & populacdo. E preocupante a presenca de outras substancias nas
amostras ensaiadas, sendo necessario um futuro estudo para identificagcdo e

determinacao da concentracdo das mesmas.
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