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VALIDATION OF ANALYTICAL METHOD TO DETERMINE &-CAPROLACTAM MIGRATION FROM PACKAGINGS TO
FATTY FOOD. e-Caprolactam (CAP) is a monomer of nylon 6 used as food packaging for bologna sausage, turkey blanquettes,

fowl breast, patés and ham luncheon meat. After polymerization a part of the monomer can remain in the packaging and migrate

into the food. The aim of this work was develop and validate a single laboratory method to determine CAP in ethanol 95% that

simulates fatty food characteristics. Thus, linear range was 2 to 32 mg/L of CAP, detection and quantification limits were 0.83 and
1.63 mg/L, respectively. Repeatability showed Hor Rat values lower than 2 while recovery range was 97.5 to 106.5%. The method

was considered adequate for purpose.
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INTRODUCAO

A e-caprolactama (CAP), azepan-2-ona (CAS 105-60-2), uma
amida-ciclica, ¢ um mondmero precursor de polimeros denominados
nylon 6. S@o utilizados na producio de tapetes, vestudrio e materiais
plasticos (equipamentos, sistemas e componentes automotivos, co-
nectores, além de embalagens pldsticas). Quando o nylon 6 tem sua
aplicacdo no setor de embalagens, particularmente aquelas dirigidas
ao segmento de alimentos gordurosos, existe uma preocupagao rela-
cionada a produgéo do polimero. Como a reagio de polimerizagdo
ndo possui um rendimento de 100%, residuos do monémero CAP
(Figura 1) podem permanecer adsorvidos a macromolécula de nylon
6 e migrar, por difusdo, para o alimento.1,2 A literatura disponivel
sobre a migragdo de CAP em filmes de nylon 6 para alimentos e si-
mulantes € restrita. Os valores de migra¢do de CAP nas embalagens
multicamadas contendo nylon 6 utilizadas para queijo e produtos de
origem animal variaram de 6,4 a 10 mg/kg em simulante etanol 95%.3
Diversos produtos contendo nylon 6 em sua constitui¢do apresenta-
ram niveis de migracdo da CAP entre 6,4 e 42,7 mg/kg para etanol
95%.4 Além disso, sdo inimeros os trabalhos cientificos acerca da
toxicidade da CAP. Os estudos de genotoxicidade in vitro e in vivo por
via oral e intraperitoneal mostram, em sua grande maioria, resultados
negativos bem como auséncia de efeitos carcinogénicos em ratos e
camundongos e sobre o desenvolvimento e reproducdo em ratos e
coelhos. Estudos epidemioldgicos sugerem que a CAP pode causar
hipotensao, taquicardia, palpitacdes, ressecamento nasal, efeitos geni-
turindrios e sobre a reprodu¢do como distirbios nas funcdes menstrual
e ovariana, e complicacdes no parto; além de problemas neurolégicos
e hematolégicos.5 Diante da possibilidade de ocorréncia de eventos
toxicoldgicos originados de exposi¢do oral ou intraperitoneal a CAP,
a legislagdo brasileira estabelece limite de migracdo especifica para
a CAP de 15 mg/kg ou L de alimento ou simulante.6

Quaisquer laboratérios envolvidos no processo e dindmica de con-
trole e fiscalizagdo necessitam desenvolver instrumentos ou meios
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para cumprir com suas atribuicdes. O principal deles diz respeito
ao desenvolvimento de métodos analiticos para identificacio e
quantificaciio de substancias. E imprescindivel, contudo, que sejam
comprovadas a eficiéncia, confiabilidade e adequabilidade dos pro-
cedimentos analiticos e de seus resultados para a tomada de qualquer
tipo de decisdo. Nesse contexto, € internacionalmente reconhecido
que laboratérios devam tomar medidas apropriadas para assegurar
que sdo capazes de produzir resultados com a qualidade requerida,
como utilizagdo de métodos de ensaio validados.’

Figura 1. Estrutura tridimensional da molécula da €-caprolactama®

A validagio intralaboratorial € internacionalmente reconhecida
como alternativa quando nio hd disponibilidade de procedimento
interlaboratorial ou quando os procedimentos ndo sao aplicdveis.’
A validacdo intralaboratorial diz respeito a estudos analiticos que
envolvem um dnico laboratério, utilizando um mesmo método para
analisar a mesma amostra, sob diferentes condi¢des, em um intervalo
de tempo justificado.” Como inexistem estudos colaborativos para
o método de ensaio aqui proposto, o estudo adotou procedimentos
caracteristicos de uma validagdo intralaboratorial.

Este estudo teve como objetivo desenvolver e validar um mé-
todo analitico para deteccdo e quantificacdo de residuos de CAP
provenientes de embalagens de nylon 6 e transferidos aos alimentos,
particularmente os gordurosos.
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PARTE EXPERIMENTAL
Amostras e reagentes

As amostras sao embalagens multicamadas de nylon 6, mais pre-
cisamente trés filmes de nylon, destinadas a acondicionar alimentos
gordurosos. Os alimentos gordurosos incluidos no escopo do estudo
foram a mortadela, o blanquet de peru, peito de aves, patés e apre-
suntado. Esses alimentos apresentam uma particularidade: o processo
de cozimento € realizado dentro da embalagem sob temperaturas que
variam de 70 a 100 °C, num periodo entre 1 a 4 h ou até que o centro
do alimento alcance a temperatura de 72 °C.

O material utilizado para o procedimento de validacdo analitica
foi fornecido por empresa reconhecida do setor de embalagens. A
amostra, denominada AMYV, era constituida de camadas de nylon 6/
adesivo/nylon 6/adesivo/nylon 6 (80%) e nylon 6/6,6 (20%).

A CAP (pureza>99%, Sigma-Aldrich) foi utilizada como padrio
analitico e o etanol 99% (pureza > 99,9%, grau para cromatografia
liquida de alta eficiéncia) foi adquirido da Merck para ser utilizado
como simulante apds a dilui¢do em dgua destilada.

Método de ensaio

O método de ensaio fundamenta-se na transferéncia de residu-
os de CAP presentes em algumas embalagens de alimentos para
um simulante que imita as caracteristicas dos alimentos. Aqui, o
ensaio de migragdo propde o contato de 1 dm? (10 x 10 cm) do
material com 100 mL do simulante selecionado, etanol 95%, em
placas de Petri de 15 cm de didmetro. O ensaio foi conduzido
por imersdo total do material que permaneceu a temperatura de
60 = 0,5 °C durante 3 h 30 min. As condi¢des de realizacdo do
ensaio basearam-se na Diretiva Européia n® 711, de 18/10/1982,
e no documento da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria,
ainda em consulta publica, que substituird a Resolucao n° 105, de
19/5/1999.1!1 Esses estabelecem que para alimentos submetidos
ou elaborados em temperaturas entre 70 e 100 °C, e por periodo de
1 a4 h (como no caso das embalagens em questdo), as condi¢des
de realizag¢do do ensaio com simulante etanol 95% devam ser
aquelas adotadas neste trabalho.

A solucdo resultante do ensaio de migracdo contendo os residuos
da CAP em etanol 95% foi transferida a um baldo volumétrico e com-
pletado o seu volume a 100 mL. Frascos de 2 mL foram preenchidos
com tal solucdo para posterior inje¢do no equipamento.

Equipamento

Utilizou-se o cromatégrafo a gds Shimadzu GC-2010 acoplado a
um detector por ionizagdo em chama (DIC), com a coluna de silica
fundida recoberta internamente com fase estaciondria constituida de
5% fenilmetilsilicone (HP-5 da J&W Scientific) com as dimensdes
de 30 m de comprimento x 0,53 mm de d.i. x 2,65 um de espessura
de filme interno. As inje¢des foram executadas por autoinjetor auto-
madtico Shimadzu modelo AOC-20i.

Condicoes cromatograficas

As condicdes de operag@o do equipamento foram determinadas e
otimizadas utilizando-se a coluna HP-5. As temperaturas do injetor,
coluna e detector foram, respectivamente, 210 °C; 100 °C (1 min)
até 180 °C (3 min), com acréscimo de 4 °C/min e 250 °C. O gés de
arraste hélio foi mantido a pressdo de 60 kpa, com vazdo na coluna
de 10,14 mL/min. O tempo de andlise foi de 24 min, sendo injetado
um volume de 2 uL no cromatdgrafo.
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Solucdes estoque e de trabalho

As solucdes estoque de CAP foram preparadas em etanol 95% na
concentracdo de 1000 mg/L. Posteriormente, por dilui¢ao, foram ob-
tidas solugdes de trabalho conforme a necessidade. As soluc¢des foram
armazenadas sob refrigeracéo entre 6 e 10 °C por periodo de 1 ano.

Validacao intralaboratorial

O procedimento para validagdo intralaboratorial foi basicamente
descrito por Souza.!> A adequac@o ao prop6sito do método foi determi-
nada a partir dos resultados de parametros como linearidade, efeitos
de matriz, recuperacio, repetitividade, precisio intermedidria, limites
de deteccio e quantificacdo. Salienta-se que a precisdo intermedidria
e os limites de deteccio e quantificagdo foram determinados segundo
INMETRO e ICH; e Frehse e Thier, respectivamente. '3!3

Todo o tratamento estatistico necessdrio foi realizado com auxilio
do programa Microsoft Office Excel 2000.

Linearidade

A linearidade foi realizada através de ensaios com solugdes pa-
drio. Preparou-se uma curva analitica, com niveis de concentragdo
igualmente espagados 2; 8; 14; 20; 26 e 32 mg/L, sendo trés repeti¢des
independentes de cada nivel.

A linearidade foi avaliada através da estimativa dos parimetros
pelo método dos minimos quadrados ordindrios (MMQO), inspegdo
visual dos dados e graficos e tratamento de valores aberrantes. Os
valores aberrantes foram tratados pelo teste de residuos padronizados
Jacknife, o qual foi aplicado consecutivamente até que novos valores
aberrantes nao fossem detectados ou até exclusdo maxima de 22,2%
do ndmero de andlises.'®!”

O MMQO parte da premissa que os residuos seguem a distri-
buicdo normal, tém varidncia constante ao longo do eixo X e sdo
independentes. Tais premissas relacionadas a andlise de regressdo
foram avaliadas quanto a normalidade (pelo teste de Ryan-Joiner);
homoscedasticidade (pelo teste de Levene modificado por Brown e
Forsythe) e independéncia dos residuos da regressio (teste de Dur-
bin & Watson)."®?! O teste F foi conduzido para verificar o ajuste ao
modelo linear por meio da avalia¢@o das significncias da regressio
e do desvio de linearidade avaliado contra o erro puro.?

Efeito matriz

A avaliag¢do do efeito de matriz proposta por Souza sugere a
confeccdo de duas curvas do analito: uma, denominada de solventes,
originada a partir de solu¢des com padrdo, e outra, denominada de
matriz, originada de amostras.'?

O método proposto sugere a utilizacdo de amostra branca ou ma-
terial de referéncia certificado (MRC).'? Porém, diante da dificuldade
de obtengdo de tais amostras, as solu¢cdes de CAP foram adicionadas
a solucdo resultante do ensaio de migra¢do da amostra AMV. O valor
da migracéo da CAP obtido para a amostra AMV foi determinado a
partir da média de dreas dos picos cromatograficos originados de 20
ensaios de migracdo com a mesma.

A curva da matriz foi checada pelo método de adi¢ao. Aliquotas
de solugdo de CAP foram adicionadas a solucdo resultante do ensaio
de migrag¢do da amostra AMV em niveis de concentracéio equivalentes
a2;8;14;20;26 e 32 mg/L. Para cada concentracdo foram realizadas
trés repeti¢cdes independentes.

As dreas produzidas pelos ensaios de migra¢do foram, entdo,
subtraidas da média de areas dos picos cromatograficos para amostra
AMY, objetivando encontrar somente a resposta relativa as solugdes
de adicdo. Tais valores foram utilizados em todo tratamento estatistico
e na confeccio da curva analitica da matriz.
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Os dados experimentais obtidos para as curvas do analito em solvente
e matriz foram analisados pelo MMQO, sendo obrigatdrio o atendimento
das premissas citadas na avalia¢do da linearidade. A seguir realizou-se,
através do teste de hipéteses, a confirmacao de que as variancias dos re-
siduos da regressao eram homogéneas. Sendo homogéneas, procedeu-se
a comparagao entre as inclinacdes e intersecdes das curvas de solventes
e de matriz através do teste r com variancias combinadas.

Repetitividade e recuperagdo

A repetitividade e a recuperag¢do sob condi¢des equivalentes
(mesmo analista, mesmo equipamento, mesmo laboratério, mesmos
reagentes e curto periodo de tempo) foram avaliadas por ensaios de
migragdo com a amostra AMYV. Tais amostras foram submetidas ao
ensaio de migracdo e, posteriormente, adicionadas por aliquotas em
niveis de concentragdo correspondentes a 2; 8; 14; 20; 26 e 32 mg/L,
com pelo menos cinco repeti¢des genuinas de cada nivel, sendo dois
niveis por dia. As aliquotas foram tomadas como se a amostra AMV
ndo apresentasse qualquer residuo de CAP.

Precisdo intermedidria

Os experimentos foram conduzidos em trés diferentes dias, permi-
tindo avaliar a precisdo intermedidria através do CV(%). O coeficiente
de variagao foi obtido a partir do desvio padrao da precisdo intermedi-
ria e da média das mensuragdes dos trés dias, sendo 10 ensaios por dia.

Limites de detec¢do (LOD) e quantifica¢do (LOQ)
Os limites foram estimados a partir da inclinagdo e intersec¢do da
curva analitica como sugerido por Frehse e Thier.!?

RESULTADOS E DISCUSSAO
Linearidade e curva analitica

A utilizacdo do MMQO exige a confirmacio das premissas do
método. As premissas devem ser satisfeitas, caso contrario, o MMQO
ndo pode ser realizado. Estas se relacionam aos residuos da regressiao
e dizem respeito a testes de normalidade, independéncia e homoge-
neidade das variancias dos residuos, além da andlise de varidncia da
regressdo e desvio da linearidade dos residuos. A Tabela 1 apresenta
os resultados dos referidos testes.

Tabela 1. Resultados dos testes de premissas para avaliacio da linearidade e
confecgdo da curva analitica (o = 0,05)

Testes estatisticos Estatistica Padrao de CAP Valor critico

Normalidade R 0,9755 >0,9351
Homoscedasticidade L, p 0,274; p =0,79 <2,18;p > 0,05
Independéncia d 1,52 > dL =1,05; > dU:l,35
Regressao P 1,48 x 1018 < 0,001
Desvio da linearidade P 9,31 x 10! > 0,05

R = coeficieente de correlagdo de Ryan - Joiner; ¢, = estatistica t de Levene;
d = estatistica de Durbin - Watson; p = significancia

Satisfeitas as premissas do método, o MMQO foi utilizado para
confeccdo e ajuste da curva analitica. Ao final, a linearidade do método
foi comprovada na faixa de trabalho de 2 a 32 mg/mL. A equag@o final
de regressdo foi y = 6651,9 + 17521x, sendo y a drea do pico da CAP
e x a concentragdo do analito (Figura 2).

Efeito matriz

A solugdo teste originada pelo ensaio de migra¢do da amos-
tra AMV foi adicionada nas concentragdes de trabalho da curva
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Figura 2. Curva analitica da e-caprolactama (CAP) em etanol 95%

analitica. As respostas obtidas foram subtraidas da drea média da
amostra AMV. A resposta média (4rea) e a migracdo estimada para
amostra AMV foram de 142087.,5 e 7,73 mg/L, respectivamente.
Os resultados dos testes de premissas bem como a curva analitica
da CAP em matriz podem ser visualizados na Tabela 2 e na Figura
3, respectivamente.

Tabela 2. Testes de premissas para curva analitica em matriz (o = 0,05)

Testes estatisticos Estatistica Matriz Valor critico
Normalidade R 0,9880 >0,9383
Homoscedasticidade 1;p 0,302; p=0,77 1< 2,16; p > 0,05
Independéncia d 2,05 > dL=1,08; > dw=1,36
Regressido 14 1,06 x 10°'® < 0,001
Desvio da linearidade P 0,60 > 0,05

R = coeficieente de correlagdo de Ryan - Joiner; = estatistica r de Levene;
d = estatistica de Durbin - Watson; p = significancia
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Figura 3. Curva analitica da e-caprolactama (CAP) em matriz
Satisfeitas as premissas e confirmada a linearidade do analito em

matriz, as etapas subsequentes como o teste de homoscedasticidade
das variancias dos residuos e o teste ¢ para varidncias combinadas

Tabela 3. Resultados dos testes para avaliagdo do efeito matriz (o = 0,05)

Testes estatisticos Estatistica Calculado  Valor critico
Homoscedasticidade das
A P F 0,16 < 2,06
variancias dos residuos
Teste t para variancias t, =1,75
P Iy b <2,06

combinadas ¥ e t =007
F =razdo entre as variancias dos residuos de solvente e matriz; t,= estatistica
¢ para comparagdo das inclinagdes das curvas de solvente e matriz; t, =

estatistica ¢ para comparagdo das intersec¢oes das curvas de solvente e matriz
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Tabela 4. Avaliacdo da repetitividade e recuperacdo do método para cada
nivel de concentracio

Critérios de Estatistica Concentragdo Valor Critério de
desempenho ’ (mg/L) Calculado aceitabilidade
2 0,6
8 0,9
e 14 0,6
Repetitividade Hor Rat <20
20 0,1
26 0,9
32 0,7
2 97,5
98.9
— 14 101,8
Recuperacio R (%) 80a 110%
20 106,5
26 101,4
32 99,0

Hor Rat = razdo de Horwits; R = recuperagdo média

foram realizados (Tabela 3).

Conforme apresentado na Tabela 3, os resultados dos testes
permitem afirmar que o método ndo apresenta efeito matriz, pois,
estatisticamente (o = 0,05), as curvas analiticas da CAP em solvente
e em matriz se equivalem.

Recuperaciao

Os valores obtidos (Tabela 4) para a recuperacdo média em cada
nivel de concentrac@o encontram-se dentro de limites estabelecidos
pela Unido Européia.’

Repetitividade

Baseando-se em critérios estabelecidos a partir da equagdo de
Horwitz e Albert, os valores de Hor Rat encontrados (Tabela 4)
indicam que o método apresenta repetitividade adequada.?

Precisido intermediaria

Segundo Horwitz e Albert e Unido Européia,’? o valor de CV(%)
igual a 4,6 indica que o método apresenta precisao adequada quando
as medidas de uma tinica amostra sao obtidas em dias diferentes.

Limites de deteccao e quantificacdo

A curva analitica de equagdo y = 6651,9 + 17521x foi utilizada
para a determinac@o dos limites. Os limites de detec¢do e quantifi-
cacdo do método apresentaram valores iguais a 0,83 e 1,63 mg/L,
respectivamente. O Codex estabeleceu recentemente critérios de
aceitacdo para LOD e LOQ de um método analitico e estes devem,
no maximo, corresponder a 1/10 e 1/5 do limite permitido para uma
substancia. Dessa forma, os resultados obtidos foram considerados
adequados, pois os critérios de aceitagdo para os limites de detec¢do
e quantificacdo determinam valores médximos de 1,5 e 3,0 mg/L.*

Adequacio do método

Com base em critérios de aceitabilidade discutidos e ratificados
pelo Codex Alimentarius, o método proposto apresentou resultados
satisfatorios para todos os parimetros de desempenho relacionados
a validag@o analitica.

No que tange a aplicabilidade do método ao limite de migragao
especifica da CAP, 15 mg/L, pode-se afirmar que a faixa de trabalho
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(2 a 32 mg/L) se encontra dentro dos critérios adotados pelo Codex
Alimentarius.** Segundo tal referéncia, as concentra¢des minima e
méxima do método devem corresponder, respectivamente, ao limite
méximo permitido subtraido ou acrescido de trés vezes o desvio
padrio de reprodutibilidade.?* O desvio padréo de reprodutibilidade
¢ calculado por:

g ¢ x 2C 01505
r 100

onde: ¢ = concentracdo maxima do analito permitida por legislacio
ou limite méximo permitido (no caso, 15 mg/L); C = concentra¢do
maéxima do analito permitida por legislacio expressa em fracdo (no
caso, 15 x 10). Dessa forma, as concentragdes minima e maxima
determinadas para o método foram 10,2 e 19,8 mg/L, respectivamente,
devendo constar na faixa de trabalho.** Essa condi¢do é plenamente
satisfeita, pois o trabalho abrangeu concentragdes de 2 a 32 mg/L.
Cabe salientar que apesar do critério de aceitabilidade mencionado
ser dirigido para validacdes interlaboratoriais, hd o entendimento que
o mesmo deve ser observado em validagdes intralaboratoriais, etapa
precursora e fundamental a consecucio de estudos colaborativos.

CONCLUSAO

O método desenvolvido e validado para a detec¢do e quantifi-
cacdo da migracio de CAP a partir de filmes contendo nylon 6 em
simulante etanol 95% foi considerado adequado ao propésito. Todos
os parametros avaliados, como linearidade, efeito matriz, repetitivi-
dade, precisdo intermedidria, recuperagdo e limites de detecgdo e
quantificac@o, apresentaram resultados satisfatorios. A linearidade
foi comprovada na faixa de concentracdo de 2 a 32 mg/L. Os limites
de deteccdo e quantificacio estabelecidos foram de 0,83 e 1,63 mg/L,
respectivamente. A repetitividade apresentou valores para Hor Rat
inferiores a 2 e a recuperagao oscilou entre 97,5 e 106,5%.
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