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RESUMO

SOARES, Luciana Lopes de Souza. Determinacdo de contaminantes em bebidas néao-
alcodlicas acondicionadas em garrafas PET Pds-Consumo Recicladas (PET-PCR).
2011. 100p. Tese (Doutorado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos). Instituto de
Tecnologia, Departamento de Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2011.

A producéo de garrafas PET [poli(tereftalato de etileno)] cresce progressivamente, e para
evitar danos ao meio ambiente, uma solucéo é a reciclagem, gerando o PET pds-consumo
reciclado (PET-PCR) grau alimenticio. Da embalagem pode haver migracdo para o
alimento, representando um risco a saude do consumidor. O presente estudo visou
determinar os possiveis contaminantes presentes no PET-PCR, avaliar se ha migracéo para
bebidas nao-alcodlicas e propor metodologias que atendam a esses objetivos. As amostras
usadas foram garrafas, cortadas em flocos, feitas de resina de PET 100% reciclada. Na
metodologia, utilizando cromatografia gasosa, com coluna DB-624, e amostragem por
headspace, com detector por ionizagcdo em chama, foram identificados no PET-PCR
acetaldeido (principal contaminante de relevancia toxicologica), etanol, 2-butenal, butanal,
acido linoléico e &cido oleico. Para confirmacdo desses resultados foi usado cromatdgrafo
a gas com headspace, e detector por espectrometria de massa. Para os testes de migragédo
do acetaldeido para bebidas ndo-alcodlicas, foi utilizado o &cido 4-hidrazinobenzéico
(HBA), como agente de derivatizacdo para compostos carbonilicos, em dois simulantes:
agua destilada, correspondendo a 4gua mineral, e acido acético, correspondendo a sucos e
refrigerantes. Em seguida foi realizada analise por espectrofotometria, onde a concentracao
do derivado formado foi medida no comprimento de onda de 290 nm. Nos testes de
migracdo simularam-se trés condi¢fes de temperatura e tempo: 40°C por 10 dias,
simulando armazenamento em estabelecimento comercial; 60°C por 4h, simulando
condigdes de transporte para distribuidores de bebidas; e 60°C por 10 dias, representando
condicdes extremas. A migracdo de acetaldeido para o simulante 4gua apresentou faixa
linear de 4,437-10,358 mg/L e limites de deteccdo e quantificacdo de 0,718 mg/L e 2,10
mg/, respectivamente. Para o simulante acido acético, a faixa linear foi de 3,150-9,412
mg/L, e limites de detec¢éo e quantificagdo 0,093 mg/L e 0,279 mg/L, respectivamente. O
acetaldeido tem elevado potencial mutagénico e carcinogénico, e por isso sua producdo na
elaboragdo de garrafas PET-PCR deve ser prevenida e monitorada. Existe, portanto,
necessidade de constante fiscalizacdo de garrafas PET-PCR e de bebidas n&o-alcodlicas
armazenadas nestas garrafas, a fim de proporcionar maior seguranca alimentar aos
consumidores.

Palavras-chave: PET-PCR, bebidas ndo-alcodlicas, acetaldeido



ABSTRACT

SOARES, Luciana Lopes de Souza. Determination of contaminants to not-alcoholic
drinks packaged in post consumer recycle PET bottles. 2011. 100p. Thesis (Doctorate
in Food Science and Technology). Instituto de Tecnologia, Departamento de Tecnologia de
Alimentos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2011.

The production of bottles PET (polyethylene terephtalate) for the preservation of foods
grows gradually, and to prevent damages to the environment, a solution is the recycling,
generating the post consumer recycle food-grade PET (PCR PET). From the bottles can
have migration of contaminants to the food or drink. The present study intended to
determine possible contaminants in PCR PET, to evaluate if there is migration to the not-
alcoholic drinks and to propose methodologies that take care of these objectives. Bottles
were used as samples, cut in flakes,made of 100% recycled resin PET. In the methodology,
using gas chromatography, with column DB-624, and sampling for headspace, with
detector for ionization in flame, had been identified contaminants in the PET, being
acetaldehyde the main contaminant of found toxicological relevance. The other identified
components had been etanol, 2-butenal, butanal, derivatives of acetaldehyde, and linoleic
acid and oleic acid. For confirmation it was used gas chromatography with headspace, and
detector for mass spectrometry. For the tests of migration of acetaldehyde for not-alcoholic
drinks, the acid 4-hidrazinobenzoic was used (HBA) as agent of derivatization for
carbonilic compounds in two simulants: distilled water, corresponding to the water
mineral, and acetic acid, corresponding to cooling juices and refrigerants. After that,
analysis for spectrophotometry was carried through, where the concentration of the formed
derivative was measured in the wave length of 290 nm. In the migration tests three
conditions of temperature and time had been simulated: 40°C per 10 days, simulating
storage in the commercial establishment; 60°C for 4h, simulating the conditions of
transport for drink deliverers; and 60°C per 10 days, representing extreme conditions.
These methods of determination of the acetaldehyde migration had presented for the water
simulation agent linear band from 4,44 t010,36 mg/L and limits of detection and
quantification 0,718 mg/L and 2,10 mg/L respectively. For the acetic acid simulation
agent, the linear band was of 3,15 — 9,41 mg/L, and limits of detection and quantification
0,093 mg/L and 0,279 mg/L, respectively. The acetaldehyde has raised potential mutagenic
and carcinogenic, then its production in the manufacture of bottles PCR PET must be
prevented and be monitored. There is, therefore, necessity of constant fiscalization of
bottles PCR PET and stored not-alcoholic drinks in these bottles, in order to provide
greater alimentary security to the consumers.

Keywords: PCR PET, not-alcoholic drinks, acetaldehyde
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1 INTRODUCAO

Materiais plasticos sdo frequentemente utilizados na inddstria alimenticia, devido as
suas excelentes propriedades, tais como: conservacao, eficiéncia, conveniéncia, flexibilidade,
entre outros. O plastico, especialmente o [poli(tereftalato de etileno)] (PET), é muito
empregado na industria de embalagens para alimentos, com crescente participacdo no
mercado de bebidas ndo-alcodlicas, como agua, sucos e refrigerantes.

No entanto, grandes quantidades de plastico usadas para embalar alimentos e bebidas
tém provocado aumento de lixo prejudicial ao meio ambiente. Para minimizar este problema,
a reciclagem de PET tem sido uma solucdo. O PET pés-consumo reciclado (PET-PCR) grau
alimenticio é o material proveniente de um fornecedor de PET pds-consumo e/ou de descarte
industrial, que deve passar por uma tecnologia de reciclagem fisica e/ou quimica, com alta
eficiéncia de descontaminacao.

A legislacéo brasileira j& aprova o uso de embalagens de PET-PCR grau alimenticio, e
torna-se de grande importancia verificar se este material reciclado se encontra em condicdes
de uso, sem a presenca de substdncias tOxicas capazes de migrar para a bebida, o que
representaria um risco a satde do consumidor.

Numerosos estudos tém mostrado que componentes quimicos de embalagens de
alimentos migram para o alimento, e o acetaldeido é um exemplo de substancia presente nas
embalagens de PET, difundindo com o passar do tempo para o ambiente e para os produtos
acondicionados.

Um método analitico para determinar essas e outras possiveis substancias precisa ser
desenvolvido, para favorecer o controle sanitario do uso de embalagens PET-PCR grau
alimenticio em contato direto com bebidas ndo-alcodlicas (refrigerantes, sucos, agua).

O presente estudo teve como objetivo propor uma metodologia capaz de avaliar a
presenca de contaminantes em PET-PCR, especialmente o acetaldeido, e avaliar a possivel
migracdo desses contaminantes para bebidas ndo-alcodlicas. Os objetivos especificos foram:
detectar a presenca de contaminantes em garrafas de PET feitas com resina 100% reciclada,
através de Cromatografia Gasosa (CG); comparar a metodologia consolidada na literatura
para determinacdo de acetaldeido em PET; apresentar uma metodologia capaz de avaliar a
migracdo de acetaldeido para bebidas; verificar se o limite de migracdo exigido pela
legislacdo esta sendo atendido.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O Plastico PET

Materiais plasticos sdo frequentemente utilizados devido as suas excelentes
propriedades, tais como: conservagdo, eficiéncia, conveniéncia, flexibilidade, entre outros
(DEVLIEGHERE et al, 1997).

A maior parte do mercado brasileiro de transformados plasticos estd voltada para a
producdo de embalagens de alimentos, conforme mostra a Figura 1 abaixo.
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Figura 1. Mercado brasileiro de transformados plésticos / percentual por aplicagdo
CABIQUIM, 2010).

O poli(tereftalato de etileno), o qual tem como sigla PET, é um poliéster do grupo dos
polimeros de condensagdo, classificado como termoplastico, por amolecer quando aquecido
em direcéo ao seu ponto de fuséo, e endurecer quando resfriado. O PET tem apresentado uma
importante participacdo no mercado brasileiro de transformados plésticos, conforme apresenta
a Figura 2.
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(ABIQUIM, 2010)

Seu processo de formacdo ocorre em dois estagios: primeiro, esterificacdo do diacido
(&cido tereftalico — PTA), formando o diéster tereftalato de dimetila — DMT. Este reage com
o etilenoglicol, produzindo o diéster monomérico tereftalato de bis(2-hidroxi-etila) - BHET
(NASSER et al, 2005). No segundo estagio, 0 BHET continua a se condensar (reacdo de
policondensacgdo), aumentando o peso molecular até a formacdo do polimero (Figura 3).
Durante este processo, moléculas de etilenoglicol séo liberadas e recicladas para reutilizacdo

(FREIRE & REYES, 1997).

Catalisadores como sais de célcio, magnésio, cobalto, manganés e zinco podem ser
adicionados com a finalidade de acelerar a reacéo, e tornar a mesma comercialmente viavel

(NASSER et al, 2005).
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Figura 3. Polimerizagdo do PET. (a) Reagdo de obtengdo do mondmero BHET. (b)

Polimerizagdo do BHET para obtencéo da resina PET (continua).
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Figura 3. Continuacéo

O peso molecular médio do polimero aumenta conforme o etilenoglicol é liberado e
removido e os niveis de acetaldeido (AA) reduzidos para concentragdes inferiores a 3 mg/kg
(DUARTE, 2001). A resina €, entdo, utilizada para a producdo de preformas, que
posteriormente serdo transformadas em garrafas. Para a injecdo da pré-forma a resina é
aquecida a temperaturas da ordem de 270°C, injetada nas cavidades do molde e resfriada
muito rapidamente de forma a manter a estrutura molecular predominantemente na forma
amorfa, evitando assim, a recristalizacdo. A pré-forma é aquecida entre 90-100°C e em
seguida soprada para a producdo da garrafa. Essa faixa de temperatura é importante para
moldar o PET na sua forma predominantemente amorfa (ABEPET, 2002%).

Na injecdo da pré-forma determina-se o acabamento do gargalo, isento de rebarbas,
incluindo rosca e superficie de vedacdo, facilitando o desempenho dos sistemas de
fechamento das embalagens de PET. A estrutura amorfa confere a embalagem a transparéncia
desejada e a flexibilidade suficiente para garantir boa resisténcia ao impacto, que é
sensivelmente melhorada pela biorientacdo durante o sopro. Convém salientar, que as duas
formas coexistem, ou seja, a amorfa e a cristalina
( 20%) ao final do sopro (ABEPET, 2002").

Depois dos Estados Unidos, o Brasil e 0 México sdo os dois maiores consumidores
mundiais de refrigerantes, e isto tem servido como impulsionador do consumo das resinas
PET no pais (FERRAROLI et al., 2002). O CEMPRE (2005) contabilizou que somente as
regibes metropolitanas do Brasil, com 15 milhGes de domicilios e 50 milhdes de pessoas,
consumiram em 2004, 6 bilhdes de embalagens PET.

Dados estatisticos da ABRE (Associacdo Brasileira de Embalagens) mostram a alta
participacdo do PET [poli(tereftalato de etileno)] no mercado de bebidas, principalmente de
agua mineral e refrigerantes (ABRE, 2004), conforme mostram os graficos da Figura 4.
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Figura 4. Participagédo das embalagens nos mercados de bebidas (ABRE, 2004).

O plastico, preferencialmente na forma de PET, também se apresenta como uma boa
alternativa para o envase de suco de fruta, devido ao seu baixo custo, baixo peso, e avaliacdo
visual do produto pelo consumidor (NASSER et al, 2005).



A natureza ndo inerte dos plasticos inviabiliza, no entanto, o uso de embalagens
retornéveis, devido ao uso indevido das mesmas pelos consumidores, tornando necessarios
processos de limpeza mais sofisticados e onerosos (SANTOS et al, 2006). Ja através da
reciclagem do PET, é possivel reduzir o impacto ambiental; manter o uso do PET, ja
caracterizado como um bom material de armazenamento e transporte; e utilizar processos de
descontaminacdo, para ndo representar um risco a satde humana.

2.2 Reciclagem do PET

O poli(tereftalato de etileno), principal polimero da classe dos poliésteres aromaticos,
tornou-se um dos principais rejeitos de plasticos pos-consumo, pois as mesmas qualidades
responsaveis pela sua alta producgdo, o transformam em um sério problema ambiental, pois a
maior parte destes produtos manufaturados € de rapida descartabilidade, gerando um
crescente acimulo deste material nos aterros sanitarios (KINT & MUNOZ-GUERRA, 1999).

Alternativas estdo sendo estudadas para contornar esses problemas. Dentre as
possibilidades para auxiliar, estd a obtencdo de novos copolimeros biodegradaveis com
propriedades adequadas para substituir o uso do PET, ou a reciclagem quimica de PET p0s-
consumo transformando-o em um material biodegradavel, para ser utilizado em diferentes
aplicacdes (HEIDARY & GORDON, 1994). Ha também a reciclagem mecéanica do PET, que
tem como motivacBes econdmicas: aumento de vida Gtil dos aterros, geracdo de empregos,
reinsercdo social dos catadores, economia de energia e matéria-prima, reducdo dos custos de
coleta, transporte e disposicédo final do lixo, reutilizacdo adequada dos residuos e protecdo do
meio ambiente (SPINACE, PAOLI, 2005, PLASTIVIDA, 2005).

A reciclagem é considerada uma das alternativas mais importantes dentro do conceito de
desenvolvimento sustentavel definido pela ONU (Organizacdo das Nacbes Unidas). O
processo de reciclagem deve ser utilizado em dois casos:

- Quando a recuperacdo dos residuos for técnica e economicamente viavel, bem como
higienicamente utilizavel;

- Quando as caracteristicas de cada material forem respeitadas (FORMIGONI & CAMPOS,
2004).

O beneficio proporcionado pela reciclagem de PET apontado pela ABIPET ¢ a
possibilidade de uma matéria-prima de baixo de custo. A reciclagem permite a minimizacao
dos aterros sanitarios e também o desenvolvimento de atividades econémicas, gerando
emprego para pessoas com baixa qualificacdo nas recicladoras e, indiretamente, na coleta
deste material (ROLIM & NASCIMENTO, 2000).

A reciclagem mecanica, citada no presente estudo, é o principal processo utilizado no
Brasil na cadeia reversa do PET, tendo como principais vantagens: acessibilidade a pequenas
e medias empresas, por ser uma tecnologia de facil absorcdo, marcada pela baixa intensidade
tecnoldgica; menor necessidade de mao-de-obra qualificada; e pequeno aporte de
investimento demandado (DIAS & TEODOSIO, 2006).

A legislacdo brasileira ja libera o uso de PET reciclado para embalagem de alimentos, o
qgual é denominado poli(tereftalato de etileno) poés-consumo reciclado (PET-PCR). A
Resolugédo da Diretoria Colegiada da ANVISA (RDC) n° 20 (BRASIL, 2008) define PET-
PCR como material proveniente de um fornecedor de PET pd6s-consumo e/ou de descarte
industrial que passa por uma tecnologia de reciclagem fisica e/ou quimica, com alta eficiéncia
de descontaminacdo, a qual deve ser demonstrada submetendo-a a um procedimento de
validacdo normalizado (teste desafio) (BRASIL, 2008). Alem disso, esta resolugéo autoriza o
uso de PET-PCR para o acondicionamento de alimentos, contanto que a embalagem seja
aprovada e registrada pela Autoridade Sanitaria Nacional Competente.



Os processos de reciclagem mecanica do PET a partir de garrafas pés-consumo produzem
flocos ou gréos, e normalmente consiste das seguintes etapas: pré-separagdo, corte, moagem,
lavagem (descontaminacdo), flotacdo/hidrociclone, desumidificacdo/secagem, separacéao
eletrostatica e extrusdo/granulacdo (DIAS, 2007).

A secagem da resina € uma das etapas mais importantes e criticas. PET é um material
higroscopico, que absorve agua do meio ambiente durante seu armazenamento. A umidade
dos grdos de PET pode atingir niveis elevados de até 0,6% em peso, se expostos sem
nenhuma protec¢do as intempéries por longos periodos (ABIPET, 2010). Na prética, se a resina
for mantida em locais fechados por curtos periodos de tempo, o valor de umidade €
normalmente menor, podendo ser inferior a 0,1%. Se a resina for submetida a fusdo com esses
niveis de umidade, pode sofrer uma rapida degradacdo (hidrdlise), reduzindo o seu peso
molecular, o que é refletido na perda da viscosidade intrinseca (V1) e conseqliente perda de
suas propriedades fisicas. Portanto, a secagem cuidadosa e controlada das resinas PET é uma
operagéo essencial antes de sua transformagéo (ABIPET, 2010).

A alimentacdo é a transicdo entre o silo que armazena a resina e a entrada do PET na
injetora. Nesta etapa, quando necessario, sdo incorporados aditivos a resina PET (protetores
aos raios ultravioleta, concentrados de cor, etc.), através de equipamentos especificos para
esta finalidade. Aqui o material esta solido, seco e a uma temperatura, preferencialmente,
acima de 100° C (ABIPET, 2010).

Uma recicladora de PET deve levar em consideracdo principalmente a capacidade e o
tipo de produto que se deseja comercializar. Uma recicladora pode ser projetada para apenas
promover a captagdo, moagem e descontaminagdo, fornecendo flocos limpos para etapas
subsequentes, ou ja receber flocos limpos e proceder a secagem, extrusdo, granulacdo e
cristalizacdo do granulado, fornecendo matéria-prima para transformadores. Projetos mais
ousados podem envolver ainda etapa de aumento do peso molecular por p6s-condensacdo no
estado sélido, gerando grdos cristalizados de alto peso molecular adequados a producdo de
garrafas (DIAS, 2007).

Na Figura 5 encontra-se o esquema de funcionamento basico de uma unidade de
moagem, lavagem e descontaminacéo de PET.
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Figura 5. Equipamentos do processo de reciclagem do PET

A incineracdo dos plasticos ainda esta associada a riscos potenciais a saide humana, e
assim, a reducéo e a reciclagem constituem os principais focos das politicas de gerenciamento
dos residuos solidos (DUCHIN & LANGE, 1998). Os indices de reciclagem de PET no Brasil
estdo aumentando mesmo em relacdo aos percentuais de venda da resina virgem (FLANCO,
2001), sendo que este indice em 2001 esteve na ordem de 31% e é superior aos indices de
paises como EUA, Japdo, Franca, Inglaterra, Itilia e Alemanha (GIMENEZ, 2002). E
realmente importante que o Brasil adote 0 uso de embalagens PET-PCR, ja que ele é hoje o
terceiro maior consumidor de PET para producdo de garrafas no mundo, contando com cerca
de 3400 marcas de refrigerantes diferentes registradas (DIAS & TEODOSIO, 2006).

As principais dificuldades inerentes do mercado do plastico reciclado sdo a auséncia de
comprometimento entre a demanda e o fornecimento das matérias-primas, o baixo custo das
resinas virgens e a alta contaminacdo dos residuos (DASKALOPOULQS, 1997). Segundo
RDC n° 20 (BRASIL, 2008), as embalagens de PET-PCR grau alimenticio n&o deverdo ceder
substancias alheias & composicdo prépria do plastico, em quantidades que impliquem em um
risco para a saude humana ou uma modificacdo das caracteristicas sensoriais dos produtos
embalados.

2.3 Processo de Reciclagem Super-clean

Naturalmente, para que polimeros de PCR (p6s-consumo reciclados) possam ser
adequados para a reutilizacdo como embalagens de alimentos, € fundamental que eles nao
causem a contaminacdo de seu contetido, ou que a causem em niveis iguais ou menores do
que os porventura causados pelo polimero virgem do mesmo tipo, se este € um material
aprovado para aplicagdes em alimentos (FORMIGONI & CAMPQS, 2004).
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Do ponto de vista de viabilidade da reciclagem desses polimeros, o importante é o
desenvolvimento de métodos de descontaminagdo que possam eliminar a contaminagao
causada por qualquer tipo de conteudo que tenha passado pela embalagem durante seu
periodo de reuso pré-reciclagem. Uma vez incluido em um processo de descontaminacéo,
como ter certeza que o método utilizado foi eficaz? Existe, entdo, a necessidade de se
desenvolver um método de anélise com o qual, 6rgédos de fiscalizagdo como a ANVISA, terdo
condicdes de fazer um controle sanitario e garantir a seguranca alimentar dos diversos
consumidores de bebidas ndo-alcodlicas acondicionadas em garrafas PET- PCR, ja que este
tipo de garrafa esta se tornando uma grande tendéncia no mercado de alimentos.

Diferentes tipos de aditivos sdo incorporados no processo de transformacdo destes
plasticos, proporcionando melhor desempenho no processamento e nas caracteristicas finais
das embalagens (FREIRE et al, 2008). Alguns exemplos de aditivos incluem antioxidantes,
estabilizantes, lubrificantes, agentes anti-estaticos e agentes anti-blogueio. Compostos
reativos como mondmeros, substancias de partida para a producdo de polimeros e oligdmeros
de baixa massa molar também estdo presentes nos materiais de embalagem plastica,
geralmente em concentragOes baixas tidos como residuais (HERNANDEZ et al, 2000).

Além dos aditivos e mondmeros residuais presentes nos materiais de embalagem, outros
compostos quimicos podem estar presentes, tais como produtos de degradacdo de polimeros e
aditivos formados durante o processo de transformacdo, solventes residuais provenientes de
tintas de impresséo e outros residuos quimicos empregados no processamento do material de
embalagem (FREIRE et al, 2008). Alguns produtos de decomposi¢cdo de polimeros incluem
benzeno e alquilbenzeno, além de outros compostos volateis, como cetonas e aldeidos.
(FREIRE et al, 2008).

Substancias podem ser transferidas da embalagem para o alimento através de um
processo chamado migracéo, e as substancias sdo nomeadas migrantes (BRASIL, 1996). A
migracdo ndo ocorre igualmente em todos os materiais de embalagem em contato com
alimentos. Nos materiais poliméricos, como o PET, desenvolvem-se mecanismos de
transferéncia de massa atraves da matriz polimérica por meio do qual aditivos, monémeros,
oligbmeros e residuos presentes no material se incorporam ao produto acondicionado
(PADULA & ITO, 2006).

Sédo definidos dois tipos de migracdo: migracdo global ou total e migracdo especifica. A
migracdo global refere-se a quantidade total de substancia que migra da embalagem para o
alimento ou seus simulantes, nas condig¢des usuais de emprego, elaboragdo e armazenamento
do alimento (BRASIL, 1996). Ja& a especifica envolve a transferéncia de uma ou mais
substancias identificaveis, reconhecidas ou consideradas como de risco para a saude do
homem, ndo levando em consideracdo a quantidade total de outros migrantes que podem
passar para o alimento (FERNANDES et al, 1987).

Dai a importancia do processo de reciclagem super-clean. Este processo baseia-se em
etapas de limpeza profunda, sob altas temperaturas e a vacuo. Em muitos casos, uma fase de
pos-condensacdo no estado sélido é incluida para reparar cadeias de polimero quebradas e
alcancar a viscosidade intrinseca necessaria ao processamento, que pode ser usada para
embalagens de alimentos e bebidas em contato direto. Neste caso, tem-se 0 processo de
reciclagem bottle-to-bottle, que consiste em promover o aquecimento dos grédos cristalizados
de PET em temperaturas superiores & Tg (temperatura de transi¢do vitrea) e inferiores & Tm
(temperatura de fusdo cristalina) sob fluxo de gas inerte (nitrogénio) ou sob vacuo. As
temperaturas do processo podem variar de 190 a 220°C e longos tempos de residéncia sdo
requeridos. O tempo de processo pode variar de 4 a 8 horas, dependendo do nivel de aumento
de VI (viscosidade intrinseca) que se deseja. O processo de pos-condensacdo no estado solido
permite aumentos de V1 de 0,50-0,60 para 0,8-1,0 dl/g.



Nas industrias de PET virgem e reciclado, a viscosidade intrinseca € a medida mais
difundida para fornecer a massa molar. Esta minimiza a hidrélise pois utiliza solugdes em
temperaturas relativamente baixas (MANCINI et al., 2004). Outra op¢do de mecanismo super-
clean envolve despolimerizagdo quimica da camada superficial do PET, seguida por
parametros de limpeza mecanica, formando assim um hibrido processo quimico-mecanico
(FRANZ et al., 2004).

Segundo NERIN et al., 2003, é necessario assegurar que materiais recuperados
(reciclados) estejam livres de contaminantes. Ainda ndo se conhecem totalmente os niveis de
concentracdo e a identidade dos contaminantes tipicos em embalagens de PET-PCR, nem
mesmo as substancias introduzidas pelo mau uso de garrafas PET na estocagem doméstica de
solventes, combustiveis, pesticidas, entre outros (FRANZ et al, 2004).

Diante disto, o Documento de Trabalho da ANVISA de 2006 (BRASIL, 2006)
determina que deve ser feito teste de eficiéncia (ou teste de desafio) que vise comprovar a
efetividade da tecnologia de limpeza e descontaminacédo pelas indUstrias. Teste de eficiéncia é
um teste de efetividade do processo de reciclagem super-clean, para remover contaminacao
quimica de materiais ou artigos (FRANZ et al., 2004). O teste envolve introducdo de niveis
exagerados de contaminantes (surrogates), na forma de um coquetel de substancias, e inclui
como um parametro final a avaliagdo da migracdo destes contaminantes de um artigo modelo
em contato com alimento (FRANZ et al., 2004). De acordo com a Food and Drug
Administration (1987), os fabricantes de PET é que devem realizar este tipo de teste para
comprovar a qualidade de seus produtos.

O teste de desafio é realizado da seguinte forma: 100% dos flocos (embalagens
trituradas) de PET devem ser expostos ao coquetel de contaminantes por 14 dias a 40° C. E
apoOs este periodo, a concentracdo de cada contaminante deve ser determinada. As
concentracdes residuais de contaminantes modelo, no material da embalagem ou no alimento,
devem ser iguais ou inferiores aquelas exigidas pelo T/R (“Treshold of Regulation™), que ¢ de
0,5 ppb como limite de ingestdo diaria com risco negligenciavel (SANTOS et al., 2003). No
entanto, nacionalmente, ainda ndo ha um método validado para isso.

2.4 Possiveis contaminantes em garrafas PET-PCR

H& mais de 20 anos, numerosos estudos tém mostrado que componentes quimicos de
embalagens de alimentos migram para o alimento (PIRINGER et al., 1998). O acetaldeido é
um exemplo de substancia presente nas embalagens de PET, e difunde, com o passar do
tempo, para o ambiente e para os produtos acondicionados (NETTO, 2006).

A resina PET quando submetida a altas temperaturas, as quais sdo usadas na fabricacéo
e transformacdo de resinas, chegam acima do seu ponto de fusdo, gerando o acetaldeido
(NETTO, 2006). Ao submeter filmes de PET (usados para embalar pizza, batata-frita e pipoca
de micro-ondas) a altas temperaturas, FREIRE et al (1999) detectaram a formacéo e migracao
de oligdmeros como monoetilenoglicol e dietilenoglicol, em niveis abaixo do limite de
migracao estabelecido pela Comunidade Européia (EEC, 1982) e pelo MERCOSUL (1995).

Em seu estudo WELLE (2008) observou a presenca de acetaldeido, de 2-metil-1,3-
dioxolano e de etilenoglicol, mesmo em amostras de PET virgem. O acetaldeido é um produto
de degradacdo térmica de poli(tereftalato de etileno), o etilenoglicol um dos mon6émeros
residuais, e o 2-metil-1,3-dioxolano é um produto de condensacdo de acetaldeido e
etilenoglicol (WELLE, 2008).

ROWE & WOLF (1982) relatam que a toxidez do etilenoglicol (EG) é maior em
humanos do que em animais. A intoxicacdo por EG pode causar reacfes neuroldgicas
adversas, como convulsdes e coma (YAO & PORTER, 1996). Na verdade o etilenoglicol em
si ndo € um toxico letal; o dano é causado pelo &cido oxalico, um produto de oxidacdo do
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etilenoglicol (STRYER, 1992). Os rins sdo gravemente lesados pelo depdsito de cristais de
oxalato. A formacdo de acido oxalico a partir de etilenoglicol é inibida pelo etanol (STRYER,
1992).

Em experimento preliminar, realizado no Centro de Tecnologia de Embalagens para
Alimentos (CETEA), do Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL), flocos de PET-PCR
virgens, reciclados e pos-consumo (amostras do proprio local), foram analisados por
cromatografia gasosa, com amostragem por headspace acoplada a espectrometria de massas.
Desta anélise foi identificado, atraves dos cromatogramas, 2-metil-1,3-dioxolano (em
amostras de PET virgem e reciclado) e benzeno.

FRANZ et al. (2004) observaram que em quase todas as amostras de PET reciclado pos-
consumo havia a presenca de limoneno. Esta é uma substancia a base de carbono, produzida
por mais de 300 espécies de plantas, e quando em uma determinada forma, o limoneno
confere aroma de limdo, em outra forma, de laranja (QMCWEDB, 2006). O limoneno, portanto,
ndo é toxico ao organismo, mas pode ser usado como um indicador para a qualidade da
reciclagem (FRANZ et al., 2004).

O limite de concentragdo de contaminantes modelo, no PET-PCR grau alimenticio, ndo
deve ultrapassar 220 ppb (para cada contaminante), segundo a RDC n° 20, ou respeitar o
limite de migracdo especifica de contaminantes modelo de 10 ppb em embalagens (para cada
contaminante).

Os resultados obtidos no estudo de FREIRE et al (1999) sugeriram que alguma
degradacdo do PET pode iniciar em temperaturas proximas ao ponto de fusdo do plastico
(260°C), havendo liberacdo de substancias volateis e um aumento na concentragdo de
oligdbmeros com baixo peso molecular (monoetilenoglicol e dietilenoglicol, p.ex.).

Em seu estudo FREIRE et al (1998) observaram, no entanto, que as substancias
quimicas liberadas dos materiais feitos de PET ndo partem do PET em si, mas de outras
camadas e revestimentos contendo papel, adesivos ou tintas de impressao, indicando nenhum
risco a satde publica.

2.5 Métodos para determinacéo de contaminantes em garrafas PET

Alguns procedimentos analiticos podem ser aplicados para determinar os contaminantes
mais provaveis, mas apenas poucos métodos podem ser usados para abranger um grande
namero de amostras (NERIN et al., 2003). Na analise de 50 amostras representativas de 600,
NERIN et al. (2003) utilizaram como procedimento analitico a extracdo de fluido supercritico
(SFE), onde o fluido usado foi 0 CO, modificado, e a pressao e temperatura de extracdo foram
425 atm e 120°C, respectivamente; cromatografia a gas via headspace associada a
espectrometria de massa (GC-EM), e um procedimento de alta temperatura via técnica
Headspace estatico (HT-HS) associado ao GC-EM. O headspace é uma técnica sensivel,
utilizada para analisar substancias em baixas concentragdes (GOBATO & LANCAS, 2001).
Os resultados de NERIN et al. (2003) confirmaram que a associa¢do de HT-HS com GC-EM
é uma boa técnica para analise de flocos de PET reciclados, por permitirem a identificacdo da
maioria das substancias volateis e semivolateis.

Ja FRANZ et al. (2004) fizeram um estudo cujo objetivo foi identificar e quantificar
apenas substancias que ocorrem em concentracdes superiores a 1 ou 2 mg kg™. O método
escolhido foi um procedimento por cromatografia a gas via headspace. Como resultado,
observaram grandes concentracfes de limoneno e acetaldeido, sendo que o limoneno
representa o “contaminante” pds-consumo mais dominante, e em geral é acompanhado por
outros flavours toxicos ou aromas na proporgdo de 15% ou menos.
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Ja no estudo de WELLE (2008), através do uso de cromatografia gasosa com
headspace, observou-se a presenga de acetaldeido, de 2-metil-1,3-dioxolano e de
etilenoglicol, mesmo em amostras de PET virgem.

2.6 Migracao a partir de Garrafas PET

Quantidades tracos de contaminante foram encontradas em &gua armazenada em
garrafas PET (LO RUSSO et al, 1985; GRAMICCIONI et al, 1986).

Pela Comisséo de Diretiva da Unido Européia (COMISSION DIRECTIVE, 2002), na
producéo de materiais plasticos em contato com alimentos, o limite de migracgao especifica de
acetaldeido devera ser de 6 mg/kg; de etilenoglicol de 30 mg/kg; de 1,3-dioxolano de 0,05
mg/kg e de &cido tereftéalico de 15 mg/kg.

O Comité Cientifico Europeu para Alimentos (SCF) especificou uma ingestdo diaria
toleravel (TDI) para AA de 0,1 g/ kg de peso corporal, que é o equivalente ao limite de
migracdo para AA de 6 mg/kg das garrafas PET para agua mineral (MUTSUGA et al, 2005).

Com intuito de verificar o quanto de contaminante migra para os alimentos, sdo usados
simulantes e andlises quimicas que permitem quantificar essa migracdo. As legislacOes
brasileira e européia prevéem a utilizagio de simulantes. E definido como “produto que
simula o comportamento de um grupo de alimentos que tem caracteristicas semelhantes”
(BRASIL, 2001; COMUNIDADE EUROPEIA, 1982). Para a realizagdo de testes de
migracdo, sdo empregadas substancias organicas que simulam, tanto quanto possivel, o
comportamento dos alimentos (PAPASPYRIDES e TINGAS, 1998). Com relacdo a interacdo
com as embalagens plasticas, os alimentos sdo classificados em diferentes categorias, como
mostrado na Tabela 1.

Tabela 1. Classificagdo dos alimentos segundo a RDC n° 51 (BRASIL, 2010)

Alimentos
aquosos ndo acidos (pH > 4,5)
aquosos acidos (pH < 4,5)
gordurosos (que contenham gordura ou azeites entre seus componentes principais)
alcodlicos
secos (ou de acdo extrativa pouco significativa)

Os simulantes para realizar ensaios de migragédo a partir de embalagens e equipamentos
plasticos em contato com alimentos sdo os citados na Tabela 2 (BRASIL, 1999; BRASIL,
2010).

Tabela 2. Categorias de alimentos e respectivos simulantes (BRASIL, 1999; BRASIL,
2010)

Alimento Simulante
aquosos ndo acidos (pH > 4,5) A: agua destilada
aquosos acidos (pH <4,5) B: solug&o de &cido acético a 3% m/v em

agua destilada

alcodlicos C: solugéo de etanol a 10% v/v em &gua
destilada

gordurosos D: solucéo de etanol a 95% v/v em agua
destilada ou isooctano
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O tempo e a temperatura usados no teste de migracdo devem procurar simular ao
maximo situaces reais.

De acordo com a ISO Guide 35 (ISO 2006), intitulada Reference Materials-General and
Statiscal Principles for Certification, as temperaturas das amostras podem variar durante o
transporte de -50° até 70°C, dependendo do tipo de embalagem e modalidade de transporte. E
0 tempo de transporte varia de acordo com a distancia a ser percorrida na distribuigédo
comercial.

Quanto ao periodo de armazenamento, 10 dias € o tempo estipulado nas condicbes de
ensaio de migracdo para simular situagcdes de contato prolongado (BRASIL, 1999; BRASIL,
2010). E a temperatura de 40°C € usada para representar a temperatura extrema que uma
garrafa pode apresentar durante a vida-de-prateleira (BRASIL, 1999; BRASIL, 2010).

A exposicdo a luz do dia também parece influenciar a migracdo de substancias para as
bebidas. DE FUSCO et al (1990) ao estudarem a migracdo de mutagénicos para dentro de
amostras de agua estocadas em garrafas PET, observaram leve atividade mutagénica em agua
estocada por 1 més, e esta atividade aumentou na estocagem a luz do dia.

Além disso, em se tratando de testes de migracdo, quando as amostras sdo submetidas a
altas temperaturas, ha maior risco de se perder as substancias volateis que se deseja analisar.
Como as temperaturas utilizadas nos testes de migracdo ultrapassam 21°C (temperatura de
ebulicdo do acetaldeido), apds o tempo de contato necessario, EWENDER & WELLE (2008)
em teste de migragdo de acetaldeido em &gua armazenada em garrafa PET, tiveram o cuidado
de resfriar as amostras em geladeira, por 1 dia, a fim de minimizar a perda de acetaldeido
durante a abertura da garrafa.

2.7 Método de Quantificacédo de Aldeidos

Aldeidos de baixo peso molecular sdo um dos grupos mais importantes de compostos
organicos volateis e perigosos (KONDO et al, 1998). Por causa do impacto sobre a saude
humana e devido a importancia ambiental destes compostos, métodos seletivos e sensiveis
para a determinacdo de aldeidos de baixo peso molecular sdo necessarios (PEREIRA et al,
2004).

Os métodos analiticos disponiveis na literatura para quantificacdo de acetaldeido podem
ser classificados dentro de duas categorias principais: determinacdo direta por técnicas
espectroscopicas ou combinando reacdes de derivatizacdo e métodos espectrofotométricos e
cromatograficos (OLIVEIRA et al, 2005)

No trabalho de PEREIRA et al (2004) o uso de um novo agente de derivatizacdo para
compostos carbonilicos foi proposto: acido 4-hidrazinobenzéico (HBA). Aldeidos reagem
com HBA de acordo com o esquema descrito na Figura 6, formando uma hidrazona .

COOH COOH
| Ry i
22N . =
) + J o= o Y [ | + H O
e I:;,/ e -)R_I
2 i A
NHNH, NHN=(

Figura 6. Reagdo de derivatizacdo de aldeidos com o reagente acido 4-
hidrazinobenzéico - HBA (PEREIRA et al, 2004).
13



O uso de hidrazina, como agente derivatizante de aldeidos totais, tem sido descrito na
literatura como um método indireto para quantificacdo de dioxido de enxofre em amostras de
cerveja (ALMEIDA, 2003).

A hidrazina € um composto quimico cuja formula quimica é N,H,4 E uma hidrazona é
uma classe de compostos organicos com a estrutura R,C=NNR,. Estes compostos estdo
relacionados com cetonas e aldeidos pela substituicdo do oxigénio pelo grupo funcional
NNH; (GESTIS, 2011).

A maioria dos estudos envolvendo derivatizagdo de acetaldeido baseia-se na reagdo com
2,4-dinitrofenilidrazina, e no monitoramento do produto por métodos cromatograficos e
espectrofotométricos. A reagdo entre sulfato de hidrazina e acetaldeido, em meio &cido de pH
5, formando hidrazona com ligacdo —C=N, foi uma excelente alternativa em relacdo as
técnicas usuais no estudo de RODGHER et al (2006).

2.8 Acetaldeido

O acetaldeido (AA), também chamado de aldeido acético, aldeido, etanal ou etilaldeido,
é um liquido ou géas incolor, com um odor pungente caracteristico. Seu ponto de ebuli¢do é
20,1°C. E altamente soldvel em agua, éter, alcool e benzeno. Sua férmula molecular e férmula
estrutural encontram-se na Figura 7.

C,H,0

O

|
HsC—C—H

Figura 7. Férmula molecular e férmula estrutural do acetaldeido.

No organismo, a glicélise (via metabdlica geradora de energia) transforma a glicose em
piruvato, que ao ser descarboxilado (saida de CO,) forma acetaldeido (STRYER, 1992). A
segunda etapa é a reducdo do acetaldeido a etanol (entrada de 2 atomos de hidrogénio) em
uma reacdo catalisada pela enzima &lcool desidrogenase, presente no figado, no trato
gastrointestinal e em bactérias gastrointestinais (Figura 8).
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Figura 8. Producéo de acetaldeido no organismo (STRYER, 1992).

O AA §é, portanto, um produto intermediario no metabolismo de etanol e acucares, e
ocorre em quantidades tragos no sangue humano. E o produto metabolico primario do etanol
na sua rota de conversdo a acido acético, sendo degradado por acetaldeido-desidrogenases a
acetato (CH3CO,H) (POSCHL & SEITZ, 2004). Tanto a geracdo quanto a degradagdo de
acetaldeido é modulada por polimorfismos ou mutacGes de genes responsaveis pelas enzimas
envolvidas (POSCHL & SEITZ, 2004). Esta presente, em pequenas quantidades, em bebidas
alcoolicas, como cerveja, vinho e em sucos de plantas, 6leos essenciais, café torrado e na
fumaca do tabaco (IARC, 1995).

Comercialmente o AA é produzido através da oxidacdo do alcool etilico (ou etanol) ou
pela hidratacdo do acetileno (C;H2) (ANJOS, 2007). Uma das principais utilizacBes é na
fabricacdo do acido acético (ANJOS, 2007).

O acetaldeido tem sido objeto de controle da qualidade do PET desde que este polimero
comecou a ser usado como resina de embalagem. AA é formado pela degradacdo do PET
durante o processo de fusdo, e migra da embalagem de PET para as bebidas ao longo do
tempo (MUTSUGA, 2005). Por ter um baixo limite de detec¢do sensorial (threshold) em
alguns produtos, grandes esforcos estdo direcionados ao controle da formacdo dessa
substancia e limitacdo de sua migracdo. Ao AA sao atribuidas as alteracdes de sabor de agua
mineral e de bebidas carbonatadas (MUTSUGA et al., 2005).

Com a termodegradacdo da resina de PET, durante a producdo das pré-formas, o AA é
formado e retido na estrutura molecular do polimero apdés o resfriamento da pré-forma
(EWENDER & WELLE, 2008). Com o passar do tempo, o AA se difunde da parede da
embalagem soprada para o produto acondicionado e para o ambiente (EWENDER &
WELLE, 2008). Quanto menor a concentracdo de acetaldeido na pré-forma, menor sera na
embalagem final, pois na etapa de sopro ndo ocorre formacdo, apenas difusdo proporcionada
pelo aumento dos espacos intermoleculares (WYATT, 1983). O nivel de AA formado durante
0 processamento das pré-formas de PET pode ser reduzido pelo controle das condi¢cbes de
processo, especialmente pela historia de aquecimento do polimero (WYATT, 1983). Na
Figura 9 encontra-se a ilustracdo do mecanismo proposto para formagdo de acetaldeido do
polimero PET durante a producéo da pré-forma.
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Figura 9. Mecanismo proposto para formacdo de acetaldeido do polimero PET durante
a producdo da pré-forma (WELLE & WENDER, 2008).

2.9 Toxicologia do Acetaldeido

LO RUSSO et al. e ASHBY, citados por SAUVANT et al (1995) descreveram que um
dos problemas das garrafas PET consiste na formacdo de acetaldeido durante o processo de
fabricacdo e sua migracdo, capaz de modificar o sabor da agua. DELLARCO et al. (1988) ja
relatavam que o acetaldeido provoca danos citogenéticos em cultura de célula de mamiferos, é
mutagénico e pode danificar células somaticas.

O AA é um composto altamente reativo, podendo reagir com muitas outras moléculas
de tamanhos maiores e menores, por adicdo, condensacao ou polimerizacdo (ANJOS, 2007).
A principal fonte de exposicdo ao AA para a populacao é através do metabolismo do alcool e
através do fumo, pois 0 AA é um dos produtos da combustdo do fumo (IARC, 1988).

Tais resultados suscitaram questionamentos quanto a repercussao de tais evidéncias a
salide humana e estimularam uma revisao bibliografica da toxicologia do acetaldeido, com a
finalidade de se identificar os possiveis riscos de agravos a saude, advindos de uma exposi¢cdo
a esta substancia, através da migracdo em bebidas, principalmente em niveis superiores ao
limite estabelecido pela legislagdo. Uma vez identificado o risco, subsidiaria a tomada de
decisdes visando a protecdo da satde humana.

Existe evidéncia suficiente em animais experimentais da carcinogenicidade do
acetaldeido (IARC, 1995). Foi observado que tal substancia induz cancer nasal em ratos apos
a administracdo por inalacdo (IARC, 1995). Também segundo IARC (1998), acetaldeido pode
causar anormalidades de desenvolvimento embrionério in vitro. O acetaldeido além de
carcinogénico é mutagénico, liga-se a0 DNA e a proteinas, e destrdi o acido folico (POSCHL
& SEITZ, 2004).

GARCIA (2010) comprovou em seu estudo a reacdo de acetaldeido com DNA pela
quantificacdo  de 1,N2-propano-2-desoxiguanosina  (1,N*-propanodGuo),  produto
comprovadamente mutagénico e carcinogénico da reacdo direta do aldeido. Neste estudo, foi
realizado o tratamento de 28 ratos Wistar machos adultos divididos em 5 grupos: inalagdo de
0 ppb, 10 ppb, 30 ppb e 90 ppb de acetaldeido, por 50 dias, evidenciou que a partir de
concentragfes proximas a 10 ppb, é possivel observar aumento de lipoperoxidagdo e
fragmentacdo do DNA nos pulmdes, cérebros e figado dos animais.

Outro estudo feito com ratos Wistar machos e fémeas, tendo como rota a inalagéo, e
dosagens que variaram de 750 a 3000 ppm, por 6h ao dia, e por 5 dias na semana, observou a
ocorréncia de tumor em cavidade nasal (WOUNTERSEN et al, 1984).
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Outro estudo realizado em reticuldcitos de células sanguineas de ratos, teve como via
de exposicdo a inalacdo e a via oral, e doses de acetaldeido de 100-500 ppm por 2 semanas,
realizando coleta de sangue logo ap0s a exposicao a essas dosagens. Neste caso, ndo foi
observada a ocorréncia de mutagcdo (KUNUGITA et al, 2008).

Em doses repetidas, tanto via oral quanto por inalacéo, efeitos toxicos em concetragdes
relativamente baixas foram limitados a locais de contato inicial. Em um estudo onde ratos
sofreram administracdo de acetaldeido na agua em que bebiam, efeitos foram limitados a uma
leve e focal hiperqueratose na porcao superior do estomago (WHO, 1995).

Os resultados dos estudos de GARCIA (2010) apontam efeito significativo do
acetaldeido, em concentracbes menores que 200 UM em fibroblastos pulmonares humanos
normais (IMR-90), nas inducdes de lipoperoxidacdo, fragmentacdo do DNA, aumento de
célcio intracelular e também na formacéo de 1,N*-propanodGuo.

Quanto a genotoxicidade, o acetaldeido induz aberracdo cromossémica em uma
variedade de testes. O efeito mutagénico do acetaldeido foi estudado no locus da hipoxantina-
guanina fosforibosil transferase em linfocitos humanos, in vitro. Células tratadas com 1,2 —
2,4 mM de acetaldeido por 24h ou 0,2-0,6 mM por 48h mostraram uma diminui¢do da
sobrevivéncia da célula e aumento da frequéncia de mutacdo (LAMBERT, 1990).

O acetaldeido é, portanto, citotoxico e genotdxico em baixas doses in vitro e in vivo.
Estudos como esse favorecem o esclarecimento dos mecanismos de desenvolvimento de
doencas atribuidas ao aldeido, como o cancer.

2.10 1,3-dioxolano

Os outros nomes do 1,3-dioxolano séo formal glycol ou simplesmente dioxolano. Os
dioxolanos sdo um grupo de compostos organicos, contendo o anel dioxolano. Podem ser
preparados pela acetilagdo de aldeidos ou cetalizacdo de cetonas com etilenoglicol
(DAIGNAULT & ELIEL, 1973). Seguem abaixo a férmula molecular e a formula estrutural
do 1,3-dioxolano (Figura 10).

C3HeO,
00

|

Figura 10. Formula molecular e formula estrutural do 1,3-dioxolano.

O 1,3-dioxolano é um liquido incolor, e seu ponto de ebuligdo é 74°C. E hidrossolavel,
altamente inflamavel, e geralmente usado como solvente (GESTIS, 2011) e extrator de 6leos,
gorduras e derivados de celulose (TOXNET, 2011).

Um dos seus derivados € o 2-metil-1,3-dioxolano, cuja férmula molecular e formula
estrutural encontram-se na Figura 11.
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Figura 11. Formula molecular e formula estrutural do 2-metil-1,3-dioxolano

O 2-metil-1,3-dioxolano também é um liquido incolor, altamente inflamével, soltvel
em agua, e seu ponto de ebulicdo é de 82 a 83°C (GESTIS, 2011).

A presenca de 1,3-dioxolanos substituidos, que sdo frequentemente encontrados em
saborizantes comerciais, podem resultar da condensacdo de aldeidos com o solvente
propilenoglicol (WELCH & HUNTER, 1980).

A concentracdo de acetaldeido (AA) livre é pequena em relacdo as concentracGes de
metil dioxolano e terminagdes vinil (H2C = C ), e estes servem de espécies formadoras de AA
em PET (RULE, 2001).

1,3-dioxolano pode ser absorvido atraves da pele intacta. Entretanto a dose letal media
(15 g/kg de peso) em coelhos implica que a taxa de absorcdo pela pele é muito baixa para
induzir um envenenamento severo (CZAJKOWSKA et al, 1987).

2.11 Etilenoglicol

O etilenoglicol é um alcool com dois grupos-OH (um diol), um composto quimico
largamente utilizado como um anticongelante automotivo. Na sua forma pura, € um composto
inodoro, incolor, xaroposo liquido com um sabor doce. Seus outros nomes sdo
monoetilenoglicol, MEG, 1,2-etanodiol (ELERT, 2007).

Etilenoglicol é produzido a partir do etileno, através do intermediério de 6xido de
etileno. Oxido de etileno reage com a é&gua para produzir etilenoglicol. Os principais
subprodutos sdo os oligomeros de dietilenoglicol, trietilenoglicol, e tetraetilenoglicol. Na
Figura 12 encontram-se a formula molecular e estrutural do etilenoglicol (ELERT, 2007).

C,H4(OH),

OH
Figura 12 — Formulas molecular e estrutural do etilenoglicol.

Etilenoglicol, tal como outros alcoois de cadeia curta nomeadamente o etanol, deduz
numerosas respostas celulares potencialmente citotoxicas independentemente do tipo da
célula. E rapidamente e extensivamente absorvido através do trato gastrointestinal. E
absorvido menos a nivel respiratorio e a nivel dérmico. Apos a absorcdo é distribuido no
organismo de acordo com volume de &gua total do mesmo (TIMBRELL, 2008).
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Na maioria dos mamiferos incluindo humano € inicialmente metabolizado no figado
pela &lcool desidrogenase a glicolaldeido (TIMBRELL, 2002). Glicolaldeido € rapidamente
convertido em acido glicélico e glioxal pelo aldeido oxidase e aldeido desidrogenase. Estes
sdo oxidados a glioxilato pela glicolato oxidase ou lactato desidrogenase que pode
metabolizar em acido férmico, acido oxalico e glicina. Forma-se dioxido de carbono a partir
da glicina e &cido formico que é um dos maiores produtos de eliminacdo de EG pela via
respiratoria. A eliminacdo também ocorre via urinaria (etilenoglicol, glicoaldeido ou &cido
glicdlico) com um tempo de semi-vida média de 1 a 4 horas na maioria das espécies incluindo
mamiferos (TIMBRELL, 2008 ).

O EG em si ndo é um toxico letal, pois o dano é causado pelo &cido oxalico, um
produto de oxidacdo do EG, porque os rins sdo gravemente lesados pelo deposito de cristais
de oxalato (STRYER, 1992). O etanol é usado em terapéutica como um inibidor competitivo
para tratar envenenamento por etilenoglicol, pois aquele é um substrato competidor, e assim
bloqueia a oxidagdo de EG para os produtos aldeidicos. O EG &, entdo, excretado sem danos
(STRYER, 1992).

2.12 Acido Tereftalico

O é&cido tereftalico ou acido 1,4-benzoldicarboxilico é formalmente conhecido como
para dicarboxil benzeno. Ele é comercialmente conhecido por seu acronimo em inglés, PTA, e
¢ altamente insolivel em meio aquoso. Seu principal uso é na formacao do polimero PET, em
combinagdo com o etilenoglicol (SHEEHAN, 1995). Na Figura 13 encontram-se suas
formulas molecular e estrutural.

CsHa(COOH),
O : OH
HO @]

Figura 13. Formulas molecular e estrutural do acido terftalico.

Quando a substancia de partida utilizada na formacdo do PET € o acido tereftalico
(PTA) a reacdo é conhecida como reacdo de esterificacdo direta, e quando dimetiltereftalato
(DMT) e utilizado a reacdo € conhecida como reacdo de transesterificacéo
(SARANTOPOULOS, 2002). Os subprodutos das reacdes de esterificagdo direta e
transesterificacdo sdo agua e metanol, respectivamente (MONTEIRO, 1998).

O é&cido tereftdlico é obtido pela oxidagdo do p-xileno, enquanto o etilenoglicol é
sintetizado a partir do eteno, sendo ambos produtos da indudstria petroquimica brasileira (ILSI,
2000). O PET obtido com a rota PTA resulta num polimero com alto grau de impureza devido
a dificuldade de purificagéo do &cido tereftalico (ILSI, 2000).
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Tice & Macguiness e Monarca et al. citados por Midio et al (2000) relataram que o
acido tereftdlico e seu éster dimetilico possuem potencial genotoxico além de serem
moderadamente irritantes para os tecidos epiteliais e de estarem relacionados com a formacao
de célculos renais. Publicagdes do Committee on Toxicity (2003) descreveram que a
administracdo de acido tereftalico em ratos por via oral de 3 meses a 2 anos induziu a
formagdo de tumores 190 malignos e benignos do trato urinario, nos tratamentos mais longos
e em doses mais altas, sugerindo um potencial genotdxico in vivo deste composto. Entretanto,
a formacdo de célculos na bexiga urinaria associada a administragdo do acido tereftélico
sugeria que 0 mecanismo para a formacédo dos tumores ndo era genotdxico.

2.13 Bebidas Nao-Alcodlicas

De acordo com o Decreto n® 350, de 16/06/2000, bebida néo alcodlica € a bebida com
graduacdo alcodlica até meio por cento em volume, a vinte graus Celsius (BRASIL, 2000).

A 4gua mineral natural é definida como sendo a &gua obtida diretamente de fontes
naturais ou por extracdo de aguas subterraneas. E caracterizada pelo contetdo definido e
constante de determinados sais minerais, oligoelementos e outros constituintes considerando
as flutuacdes naturais (BRASIL, 2006).

Em 2010, o mercado de guas minerais faturou R$ 1 bilhdo, registrando alta de 13% em
relacdo ao resultado de 2009, de acordo com dados da Abinam (Associacdo Brasileira da
Industria de Aguas Minerais). Segundo estimativa da Associacdo, a expectativa € que a
mudanca no habito do consumidor e 0 aumento do poder aquisitivo gerem um aumento de
45% nas vendas do produto, com previsdo de crescimento de 15% em 2011, em comparacgéo
com 2010. No Brasil existem 420 empresas engarrafadoras de &gua mineral e cerca de 30 mil
distribuidoras. Em 2009, foram produzidos 8,7 bilhdes de litros (LAN, 2011).

As bebidas ndo-alcodlicas, como sucos e refrigerantes, podem também ser denominadas
composto liquido pronto para consumo, pois conforme a legislacdo brasileira, esta designacéao
se aplica a todo produto isento de alcool ou com menos de 0,5% de alcool, que pode conter
vitaminas e sais minerais até 100% da IDR no produto a ser consumido, e que contém um ou
mais dos ingredientes permitidos de acordo com o item 4 da mesma legislacdo, tais como:
cafeina, teobromina, inositol, glucoronolactona e taurina (BRASIL, 1998).

Suco ou sumo é a bebida ndo fermentada, ndo concentrada e ndo diluida, destinada ao
consumo, obtida da fruta madura e s&, ou parte do vegetal de origem, por processamento
tecnoldgico adequado, submetida a tratamento que assegure a sua apresentacao e conservagao
até o momento do consumo (BRASIL, 1997). Refrigerante € a bebida gaseificada, obtida pela
dissolucdo, em agua potavel, de suco ou extrato vegetal de sua origem, adicionada de
acucares. O refrigerante devera ser obrigatoriamente saturado de didxido de carbono,
industrialmente puro (BRASIL, 1997).

Durante a década de 1990/1999 houve grande mudanca no mercado de refrigerantes
com a introducdo da embalagem PET no mercado brasileiro (CIPOLLA et al, 2002). O
mercado de refrigerantes cresceu mais de 100 % nestes 10 anos, basicamente pelos seguintes
fatores:

e Aumento de volume de producdo, devido a maior oferta de embalagens,
principalmente PET, e consequente diminuicdo no preco do produto final.

e Possibilidade de aquisicdo de equipamentos para fabricacdo de embalagens PET por
um numero maior de fabricantes.
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e Aumento do poder aquisitivo da populacdo brasileira permitindo o acesso a este
produto, somado ao barateamento que este mesmo teve.

e Maior eficiéncia das empresas em distribuir o produto e aumentar a oferta.

e Mudanca dos habitos de consumo da populagdo, com o crescimento dos centros de
consumo, como shopping centers, onde a presenca de refrigerantes € macica (CIPOLLA et al,
2002).

O crescimento no mercado de refrigerantes tem se dado por marcas regionais,
conhecidas como tubainas que ja representam cerca de 30% do mercado. S&o fabricados por
cerca de 176 empresas diferentes espalhadas pelo pais (CIPOLLA et al, 2002).

Agua assumiu a lideranca com 37,5% de participacio, contra 36,8% dos refrigerantes
(ABINAM, 2009). Em 2007, pela primeira vez, as 4guas envasadas superaram o consumo de
refrigerantes gasosos e se tornaram a categoria de bebida de maior volume no mercado
mundial. A constatacdo € da consultoria Zenith International, em relatério que aborda o
mercado de bebidas ndo alcodlicas em 2007. Com um substancial ganho em volume, as aguas
envasadas alcancaram em 2007 participacdo de mercado de 37,3%, deixando as bebidas
gaseificadas em segundo lugar, com 36,8%. As bebidas sem gas ficaram em terceiro, com
12,7%, seguidas pelos sucos e néctares, com 7,1%, e os concentrados, com 6,1%. Segundo a
Zenith, o consumo mundial de soft drinks cresceu 3,9% em 2007, chegando a 552 bilhdes de
litros, o equivalente 8,5 litros per capita. O crescimento foi conduzido pelas bebidas sem gas,
especialmente pela agua mineral, em virtude das suas caracteristicas naturais, isenta de
calorias (ABINAM, 2009).

2.14 Politica Nacional de Residuos Solidos

A Lei Federal n° 12.305, sancionada no dia 02 de agosto de 2010, ao instituir a Politica
Nacional de Residuos Sélidos (PNRS), trouxe estimulo a adocdo da logistica reversa, que
facilita o retorno dos residuos aos seus geradores, para que sejam tratados ou reaproveitados
em novos produtos.

Logistica reversa é definida como sendo uma atividade ampla que envolve todas as
operacdes relacionadas com a reutilizacdo de produtos e materiais, como as atividades
logisticas de coleta, desmonte e processo de produtos e/ou materiais e pecas usadas a fim de
assegurar uma recuperacdo sustentdvel deles e que ndo prejudique o meio ambiente
(REVLOG, 2005).

A PNRS tem como principios: a prevencdo e a precaucdo; o poluidor-pagador e o
protetor-recebedor; a visao sistémica, na gestdo dos residuos sélidos, considerando variaveis
ambientais, sociais, culturais, econbmicas, tecnologicas e de salde puablica; o
desenvolvimento sustentavel; a eco eficiéncia; a cooperacdo entre poder publico, o setor
empresarial e demais segmentos; responsabilidade pelo ciclo de vida dos produtos;
valorizacdo do residuo solido reutilizavel e reciclavel como um bem econémico e de valor
social, gerador de trabalho e renda e promotor de cidadania; respeito as diversidades locais e
regionais; direito a informacdo e ao controle social; e razoabilidade e proporcionalidade
(BRASIL, 2010).

E entre os objetivos desta politica destacam-se a ndo geracdo, reducdo, reutilizacéo,
reciclagem e tratamento dos residuos sélidos, bem como disposi¢do final ambientalmente
adequada dos rejeitos; e incentivo ao desenvolvimento de sistemas de gestdo ambiental e
empresarial, voltados para a melhoria dos processos produtivos e para o reaproveitamento dos
residuos solidos, incluindo a recuperacdo e o aproveitamento energético (BRASIL, 2010).
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Entende-se por residuos solidos, material, substancia, objeto ou bem descartado
resultante de atividades humanas em sociedade, a cuja destinacédo final se procede, se propoe
proceder ou se estd obrigado a proceder, nos estados solido ou semissolido, bem como gases
contidos em recipientes e liquidos cujas particularidades tornem invidvel o seu lancamento na
rede publica de esgotos ou em corpos d’adgua, ou exijam para isso solugdes técnica ou
economicamente invidveis, em face da melhor tecnologia disponivel (BRASIL, 2010).

Toda a sociedade € responsavel pelo direcionamento dado aos residuos soélidos.
Fabricantes, importadores, distribuidores e comerciantes, consumidores e titulares dos
servicos publicos de limpeza urbana e de manejo de residuos sélidos compartilham a
responsabilidade pelo ciclo de vida dos produtos (BRASIL, 2010). Essa € a mais nova
legislacdo federal que vem em auxilio a protecdo ambiental no pais, trazendo avancos para o
processo de gerenciamento dos residuos sélidos (DIAS, 2010).

A PNRS tem precedentes, como a Lei n°® 9605 (1998) que dispbe sobre as sancgdes
penais e administrativas derivadas de condutas e atividades lesivas ao meio ambiente, e 0
Decreto —Lei n° 5940 (2006), que determina nas reparti¢des publicas federais, a separacao e o
envio de residuos reciclaveis a cooperativas de catadores, o que se configurou como um
grande passo dado pelo movimento cooperativista no pais.

Com o elevado consumo de plasticos por diversos paises, inclusive o Brasil, esta
ocorrendo expressivo aumento dos residuos solidos, e assim colocando em risco a vida do
planeta e de todos que nela habitam. A Figura 14 abaixo apresenta o perfil de consumo de
plasticos de alguns paises e do Brasil.

Figura 14. Consumo de plasticos - quilogramas per capita ao ano. (CIPAD, 2005)

No ano de 2010 o Brasil apresentou um consumo de plasticos de 30 kg/ per capita/ ano,
indicando um grande aumento. No entanto, dados de 2007 mostram que o Brasil tem se
empenhado em reaproveitar esses residuos, principalmente através da reciclagem mecanica.
Na Figura 15 encontra-se o indice de reciclagem mecanica de plasticos de alguns paises,
incluindo o Brasil.
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Alemanha 31,0%
Bélgica 27.7%
Suécia 26,7%

Rep. Tcheca 24 7%
Austria 22,1%
21,2%

Holanda 20,5%
Ifdanda 20,4%
Italia 19, 8%
Espanha 17.9%
Franga 15,3%
Reino Unido 14,9%

Figura 15. Indice de reciclagem mecénica de plasticos (IRMP) em paises da Uni&o
Européia e Brasil (PLASTICS EUROPE, 2007).

23



3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Materiais

- Naveta de vidro borosilicato;

- Becher de vidro borosilicato com capacidade para 50, 100 e 300 mL,;

- Baldo volumétrico calibrado com capacidade para 10 e 100 mL;

- Frasco de vidro borosilicato com capacidade de 100 mL;

- Septo de silicone com uma das faces em teflon com didametro de 20 mm;

- Selador;

- Microseringa até 500 pL calibrada;

- Frasco de vidro para injetor automatico de cromatdgrafo a gas com capacidade

para 2 mL;

- Frasco de vidro para injetor automatico de cromatdgrafo a gas com capacidade

para4 mL,;

- Frasco de vidro para injetor automatico de headspace com capacidade para 20 mL, de fundo
chato;

- Lacre de aluminio para frasco de vidro de headspace, de 20 mL;

- Septos Barreira para frasco de vidro de headspace, de 20 mL, com face de aluminio — 20
mm;

- Septos para frasco de vidro para injetor automatico de cromatdgrafo a gas com

capacidade para 2 mL;

- Septos para frasco de vidro para injetor automatico de cromatdgrafo a gas com

capacidade para 4 mL ;

- Coluna DB 624, 75m x 0,53mm x 3,00 um, Hewlett Packard serial number US8840814H ;
- Coluna DB-5, 30m x 0,25mm x 0,25 pum, feita de 5% fenilmetilpolisilicone;

- Coluna HP-INNOWAX, de 30m x 0,25mm x 0,5 pum;

- Septos de baixo sangramento para porta de injecdo de cromatdgrafo a gas

Shimadzu GC-2010;

- Pipeta tipo Pasteur;

- Tampas de vidro de baldo volumétrico;

- Pinca metalica;

- Bureta calibrada com capacidade de 10 mL;

- Proveta de vidro borosilicato com capacidade para 100 mL, 250 mL, 500 mLe 2 L;

- Pipeta graduada com capacidade para 10 mL,;

- Ponteiras Eppendorf para micropipetas automaticas calibradas de volume variavel de 10 a
1000 pL (Eppendorf)

- Luvas SENSIFLEX, com 100% de borracha nitrilica;

- Lacrador / Deslacrador de lacre de aluminio;

- Desumidificador de ambiente composto por cloreto de calcio e adjuvantes, fabricado por
SOIN.

- Cubetas para analise em espectrofotdmetro, feitas de quartzo, 10 mm, da Hellma;

- Tubos de ensaio de 15 mL;

- Estante para tubos de ensaio;

- Espatulas de inox;

- Cartuchos Sep-Pak, C 18.
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3.2 Equipamentos

- Refrigerador para amostras;

- Refrigerador para solucdes e reagentes;

- Micropipetas automaticas calibradas de volume variavel de 10 a 1000 uL (Eppendorf);
- Balanga analitica Sartorius, modelo R200D com resolugéo de 0,1mg;

- Pipetador automatico Accujet;

- Estufa Blue M modelo OV-475A-3 de 38° a 260°C;

- Estufa FANEM de meio de cultura B.O.D. modelo CD/2 de -10° a 60°C;

- Termdmetro digital VWR com variagéo de -50°C a 70 °C calibrado;

- Capela de exaustdo Engelab;

- Sistema de cromatografia a gas Shimadzu modelo GC-2010 composto por injetor
automatico Shimadzu AOC-20i, detector por ioniza¢do em chama (DIC) e computador para
aquisicao e processamento dos dados.

- Cromatdgrafo a gas HP 6890 series / GC System

- Headspace HP 7694E, Hewlett Packard;

- Detector Mass Selective, 5973,;

- Sistema Simplicity UV Milipore para obtencdo de agua tipo |I;

- Espectrofotdmetro Shimadzu, modelo UV-1601 PC, com software proprio;

- Programa GC Solution, para uso do cromatografo a gas;

- Banho ultrassénico da Branson, modelo 3200;

- Agitador de tubos MA 162, Marconi.

3.3 Reagentes e Padrdes

- Acetonitrila com pureza 99,9% obtido da Vetec;

- Etanol com grau de pureza 95% obtido da Synth Laboratério;

- Metanol com grau de pureza 99,9% obtido da Vetec;

- Acetona para analise (P.A) da Vetec, além de acetona, agua destilada e extran alcalino 5%
preparados no laboratério, foram utilizadas para limpeza dos materiais;

- Acetaldeido P.S. com pureza de 99,5%, obtido da Vetec;

- 2-metil-1,3-dioxolano com pureza > 98%, para CG, obtido da Fluka;

- 1,3-dioxolano com pureza > 99%, obtido da MERCK;

- Etilenoglicol, com pureza > 97%, obtido da MERCK;

- Dietilenoglicol obtido da Sigma;

- Trietilenoglicol com pureza > 99%, obtido da MERCK;

- Benzeno P.A. com pureza de 99,5%, obtido da AGO;

- N,N-dimetilformamida pureza 99,9% obtido da MERCK;

- N,N-dimetilacetamida (DMA), pureza > 99%, obtido da MERCK;

- Acido 4-hidrazinobenzoico (HBA) com pureza de 97%, obtido da Sigma-Aldrich.
- Acido acético com grau de pureza 96% obtido da MERCK.

- 2-propanol, para CLAE, com pureza de 99,9%, obtido da Sigma.

3.4. Solucgoes
3.4.1 Solucdes estoques de acetaldeido (AA)
Mediu-se em balanca analitica calibrada 100 + 10 mg de AA (pureza de 99,5%).

Transferiu-se quantitativamente para um baldo de 100 mL calibrado. Solubilizou-se com
quantidade apropriada de agua tipo I (no caso de curva de calibracdo em agua) ou &cido
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acetico a 3% (em caso de curva de calibragdo em é&cido acético 3%) ou DMF ou DMA,
avolumando-se até a marca do bal&o.

A solucdo estoque possui concentracdo nominal de 1000 mg/L, sendo necessario
determinar sua concentracdo verdadeira através da massa medida e do volume do baldo
contido no seu respectivo certificado de calibracdo. A solucédo foi preparada e usada logo em
seguida, sem armazenamento, devido a caracteristica volatil do acetaldeido.

3.4.2 Solucgéo de acetaldeido a 100 mg/L (100 ppm)

Ap0s o preparo da solugdo estoque, descrita acima, foram retirados desta cerca de 10
mL, transferindo-se para um baldo de 100 mL calibrado. Solubilizou-se com agua tipo I,
avolumando até a marca do bal&o.

3.4.3 Solugdes de acetaldeido a 6,0 mg/L (6 ppm)

Estas solucbes foram utilizadas nos testes de migracdo. Foram retirados da solugéo
estoque de acetaldeido (1000 mg/L) 3 mL, e transferidos para um baldo de 500 mL calibrado.
Solubilizou-se com &gua tipo | ou com &cido acético a 3% (simulantes dos testes de
migracdo), avolumando até a marca do baldo. Este volume € equivalente ao das garrafas de
PET-PCR utilizadas nas analises finais deste trabalho (Figura 16).

3.4.4 Solucdo de &cido acético a 3%

A solucdo aquosa de &cido acético a 3 % foi preparada conforme um dos itens da
Tabela 3:

Tabela 3. Preparo de acido acético 3%

Sol. acido acético Volume de &cido Agua desionizada tipo  Proveta (mL)
3% acético > 96% (mL) I (mL)
1 59,5 1940,5 2000
2 44,64 14554 1500
3 2,97 97 100

Considerou-se a formula VV = m/d, onde a densidade do &cido acético é de 1,05.
O volume de agua foi adicionado com auxilio de uma proveta.

3.4.5 Solugdo estoque de &cido 4-hidrazinobenzoéico (HBA)

Para preparar a solucdo estoque do HBA, foi feita a medi¢do em balanca analitica
calibrada de 126,8 mg de HBA, cujo grau de pureza é de 97% [com a correcdo da pureza, a
massa seria de 123 mg (PEREIRA et al, 2004)]. Transferiu-se quantitativamente para um
baldo de 100 mL calibrado. A solubilizagio ocorreu em quantidade apropriada de agua tipo |
com acetonitrila (ACN), em proporcdo de 1:1, e avolumou-se até a marca do baldo. A
concentracdo nominal desta solucéo foi de 1230 mg/L.
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3.4.6 Solucéo Trabalho

Foi medida aproximadamente 10 mL da solucdo estoque, através de pipeta
volumétrica de 10 mL. Transferiu-se para baldo de 100 mL, calibrado, e se avolumou até a
marca com agua tipo | e ACN, em proporcdo de 1:1. A concentracdo corrigida foi de 123
mg/L, conforme trabalho de PEREIRA et al (2004).

Tanto a solucédo estoque de HBA quanto a solucéo de trabalho podem ser visualizados
na Figura 16.

Figura 16. Solucdo estoque &cido 4-hidrazinobenzoico (HBA) e solucdo de trabalho
(1230 e 123 mg/L, respectivamente).

3.5. Amostras

Foram realizados estudos pilotos que se diferenciaram quanto ao tipo de amostra
usada, e quanto as andlises, antes de se chegar ao estudo final. As amostras eram em sua
maioria feitas de PET, com resina 100% reciclada. Apenas no primeiro estudo piloto foram
usados pellets de resina virgem.

Os pellets, tanto virgens (Figura 17) quanto reciclados (Figura 18), foram obtidos do
Instituto de Macromoléculas (IMA-UFRJ), e ficaram guardadas em sacos plasticos, dentro da
geladeira (aproximadamente 7° C).
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Figura 17. Pellets de resina virgem

Figura 18. Pellets de resina reciclada

Em outro momento, foram usadas garrafas PET, de 900 ml, feitas a partir de resina
100% reciclada (Figura 19). S&o garrafas tipo embalagem de material de limpeza. O
armazenamento foi feito em armarios de férmica, com auséncia de solventes e reagentes.
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Figura 19. Garrafa PET de resina 100% reciclada, de 900 mL.

Como o fornecedor das garrafas PET citadas acima parou de produzir embalagens
recicladas, passando a usar apenas resina virgem, nas analises seguintes foram usadas garrafas
fabricadas por outra empresa. Eram garrafas de 500 ml (Figura 20), feitas também de resina
100% reciclada, fabricadas para o envase de detergente. O armazenamento também foi feito
em armarios de férmica, com auséncia de solventes e reagentes, e uso de anti-mofo, para
evitar umidade no ambiente interno do armario.

Figura 20. Garrafa PET de resina 100% reciclada, com tampa, de 500 mL.

J& nas andlises finais deste trabalho foram usadas garrafas de 500 ml PET-PCR de
resina 100% reciclada (técnica bottle-to-bottle), fabricadas por uma terceira empresa (Figura
21). Por serem garrafas de agua mineral, estdo mais proximas da realidade do mercado de
bebidas ndo-alcodlicas. O armazenamento também foi feito em armérios de formica, com
auséncia de solventes e reagentes, e uso de anti-mofo, para evitar umidade no ambiente
interno do armario.
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Figura 21. Garrafa PET de agua mineral, com resina 100% reciclada, e com tampa, de
500 mL.

3.6 Analises para Determinacéo de Contaminantes em PET — PCR

A maior parte das analises ocorreu no Instituto Nacional de Controle de Qualidade em
Satde (INCQS), na Fiocruz, unidade de Manguinhos.

Os padrées de possiveis contaminantes utilizados na andlise feita no Cromatdgrafo a
gas, com Headspace, para identificar os picos cromatogréaficos encontrados nas embalagens
plasticas nesta andlise, foram utilizados os seguintes padrbes: acetaldeido; 2-metil-1,3-
dioxolano; 1,3- dioxolano; etilenoglicol; dietilenoglicol; trietilenoglicol e benzeno.

3.6.1 Primeiro estudo piloto

No primeiro estudo piloto os pellets de resina virgem e resina reciclada (Figuras 17 e
18) foram colocados em frascos de vidro para headspace (vials) individuais, em quantidade
equivalente a 1/3 do frasco, e cada padrdo em frascos na quantidade de 5 pL. As amostras e 0s
padrdes foram colocados no carrossel do heaspace, na seguinte ordem: branco (frasco vazio)
— acetaldeido — etilenoglicol — dietilenoglicol — trietilenoglicol — 1,3-dioxolano — 2-
metil-1,3-dioxolano — pellets de PET virgem — pellets de PET reciclado.

Ap0s vaporizagdo no headspace, a 150°C, por 1lh, os padrdes e as amostras foram
direcionados para o CG, por injecdo direta (1 min); coluna DB-624; rampa da coluna: 50°C (6
min) 5°C /min . — 68 °C (3 min) 2°C/min —  88°C(3 min) 5°C/min — 180°C (3 min);
fluxo da coluna: 10,53 mL/min; detector DIC a 250°C.

3.6.2 Determinacao de acetaldeido em PET-PCR

Com garrafas de PET feitas de resina 100% reciclada (Figura 19), cortadas na forma
de flocos, foram realizadas analises com metodologia similar a do primeiro estudo piloto, a
fim de identificar a presenca de contaminantes no PET-PCR, principalmente acetaldeido.
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a) Headspace a 150°C

Flocos de garrafa PET-PCR (Figura 19) foram colocados em frascos de vidro para
headspace (vials), em quantidade equivalente a 1/2 do frasco, e os reagentes padrdes na
quantidade de 5 pL. Os procedimentos foram utilizados em duplicata.

As amostras e os padrdes foram colocados no carrossel do heaspace, na seguinte
ordem: branco (frasco vazio) — agua tipo I— solucdo de acetaldeido a 100 mg/L — 1,3-
dioxolano — trietilenoglicol — flocos de PET reciclado.

Ap0s vaporizacdo no headspace, a 150°C, por 1h, os padrdes e as amostras foram
direcionados para o CG, por injecéo direta (1 min); coluna DB-624; rampa da coluna: 50°C (6
min) 5°C /min_ — 68 °C (3 min) 2°C/min —  88°C(3 min) 5°C/min — 180°C (15 min);
fluxo da coluna: 10,53 mL/min; detector DIC a 250°C.

b) Headspace a 60°C, coluna DB-624

Inicialmente foi analisado apenas o acetaldeido, sem os flocos de PET-PCR, a fim de
identificar o tempo de retencdo do acetaldeido. Houve mudanca na temperatura do forno do
HD. Solugdes com acetaldeido diluido foram usadas na tentativa de reduzir o tamanho dos
picos nos cromatogramas, e facilitar a visualizacgéo.

No carrossel do HD, foram colocados: branco (frasco vazio) — solu¢do aquosa de
acetaldeido a 1,0 mg/LL — solucdo aquosa de acetaldeido a 10 mg/L — acetaldeido
concentrado (padréo).

Apds vaporizacdo no headspace, a 60°C, por 1h, o padréo e as solugdes de acetaldeido
foram direcionados para o CG, por injecéo direta (1 min); coluna DB-624; rampa da coluna:
50°C (6 min) 5°C /min — 68 °C (3 min) 2°C/min —  88°C(3 min) 5°C/min — 180°C
(15 min); fluxo da coluna: 10,53 mL/min; detector DIC a 250°C.

c) Headspace a 60°C, coluna DB-5

Foi feita alteracdo da coluna. No carrossel do HD, foram colocados: branco (frasco
vazio) — pellets de resina virgem — flocos de PET-PCR — solug¢fo aquosa de acetaldeido a
10 mg/L.

Ap0s vaporizacdo no headspace, a 60°C, por 1h, o padrdo e as solucdes de acetaldeido
foram direcionados para o CG, por injecdo direta (1 min); coluna DB-5; rampa da coluna:
50°C (6 min) 5°C /min_— 68 °C (3 min) 2°C/min —  88°C(3 min) 5°C/min — 180°C
(15 min); tempo maior que nas andlises anteriores); fluxo da coluna: 10,53 mL/min; detector
DIC a 250°C.

d) Headspace a 80°C, coluna DB-5

Flocos de garrafa PET-PCR (Figura 19) e pellets de resina virgem (Figura 17) foram
colocados em frascos de vidro para headspace (vials), em quantidade equivalente a 1/2 do
frasco, e o0s reagentes padrdes na quantidade de 5 L.

As amostras e os padrdes foram colocados no carrossel do heaspace, na seguinte
ordem: branco (frasco vazio) — pellets de resina virgem — flocos de PET reciclado —
solucdo de acetaldeido a 10 mg/L

Ap0s vaporizacdo no headspace, a 80°C, por 1h, os padrdes e as amostras foram
direcionados para o CG, por injecdo direta (1 min); coluna DB-5; rampa da coluna: 50°C (6
min) 5°C /min — 68 °C (3 min) 2°C/min —  88°C(3 min) 5°C/min — 180°C (15 min);
fluxo da coluna: 10,53 mL/min; detector DIC a 250°C.
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e) CG-EM com injecédo direta via Chromatoprobe e adicdo de DMA

Para confirmar a presenca de AA nas amostras de garrafa PET-PCR (Figura 19), foi
feita analise em cromatografia gasosa (CG) acoplada a detector por espectrometria de massa
(EM) via Chromatoprobe, acessério acoplado ao injetor do CG, favorecendo injecéo direta da
amostra em condicdes de pressao e temperatura variaveis (PTV).

Em frasco de vidro de 20 mL, para headspace, foram colocados os flocos de garrafa,
ocupando Y2 do frasco, e 10 mL de N,N-dimetilformamida (DMF), para que ficassem em
contato por 7 dias, e assim favorecer a extracdo de AA das amostras. O mesmo foi feito com
os pellets de resina virgem (Figura 17), em outro frasco, para fins de comparacéo. Os frascos
ficaram lacrados. Apds 7 dias, aliquotas dos extratos presentes nos vials foram retiradas e
injetadas no CG.

A injecdo em PTV teve como rampa: 30°C 10°C/min — 100°C.

A rampa da coluna (DB-5) do CG foi: 30°C 10°C/min — 100°C 20°C/min —
300°C.

f) Headspace a 60°C, coluna DB-5 e uso de DMF para extracao

Foram usados os extratos da analise anterior, na quantidade de 1uL. A ordem dos vials
foi: branco — extrato de PET-PCR — extrato de PET virgem — 2 puL de solugdo de
acetaldeido em DMF a 1,5 mg/L

ApOs vaporizacdo no headspace, a 60°C, por 1h, as amostras e solucdo foram
direcionados para o CG, por injecdo direta (1 min); coluna DB-5; rampa da coluna: 50°C (6
min) 5°C /min — 68 °C (3 min) 2°C/min —  88°C(3 min) 5°C/min — 180°C (15 min);
fluxo da coluna: 10,53 mL/min; detector DIC a 250°C.

g) Headspace a 60°C, coluna DB-5, uso de DMF e DMA para extracdo e rampa
iniciando a 30°C

Cerca de 3g de flocos de PET-PCR e 3g de resina virgem ficaram em contato com 10
mL de DMF por 24h e 48h. Ap6s esse tempo de contato, e possivel extracdo, foram retirados
2 pL de cada extrato e colocados em frascos de 20 mL de HD, para serem analisados. O
mesmo foi feito com o reagente N,N-dimetilacetamida (DMA), pela semelhanc¢a quimica com
0 DMF, e para verificar se também seria um bom extrator de AA a partir do PET.

A ordem dos frascos foi: branco (frasco vazio) — extrato de pellets de resina virgem,
apos 24h de contato — extrato de pellets de resina virgem, apos 48h de contato — extrato de
flocos de PET reciclado, apos 24h de contato — extrato de flocos de PET reciclado, ap6s 48h
de contato — DMF puro — solug¢do de acetaldeido em DMF a 1,0 mg/L.

Ap0s vaporizacdo no headspace, a 60°C, por 1h, as solugbes foram direcionados para
0 CG, por injecdo direta (1 min); coluna DB-5; rampa da coluna: 30°C (6 min) 1°C /min
35°C (5 min) 1°C/min — 37°C (3 min) 1°C/min — 45°C (3 min) 5°C/min — 88°C (3 min)
10°C/min — 180°C (15 min); fluxo da coluna: 10,53 mL/min; detector DIC a 250°C.

h) Sem headspace, coluna DB-624, extragdo com isopropanol, novas garrafas de PET-
PCR

Analise sem headspace, apenas com CG acoplado a detector DIC, e uso de garrafas
PET-PCR de outro fabricante (Figura 20). Dessa vez o solvente testado foi o isopropanol.

Ordem dos frascos: branco — isopropanol— solu¢do de AA em isopropanol a 6,0
mg/L — extrato de flocos de PET-PCR em isopropanol — solugdo de AA em isopropanol a
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1000 mg/L. Condicdes cromatograficas: volume de injecdo- 2 uL; splitless (injecdo direta);
temperatura de injecdo: 80°C; rampa da coluna: 50°C (5 min) 10°C/min —  200°C (15 min)

3.6.3 Métodos de analise de migracédo de acetaldeido a partir de PET-PCR em
bebidas n&o-alcodlicas

a) Uso de cartucho Sep-pak (C 18)

Cartuchos Sep-pak (C 18) foram usados na tentativa de reter o acetaldeido, apos a
realizacdo da extracdo deste contaminante do PET-PCR com isopropanol ou acetonitrila
(ACN). A seguir encontra-se o0 esquema do procedimento utilizado (Figura 22).

Passar 10 mL de metanol pelo cartucho SEP-PAK (para ativa-10o).

l Velocidade de 5 a 10 mL/min

Passar solucdo de acetaldeido em &gua a 6 mg/L, em volume igual
ao da garrafa PET-PCR (500 mL).

Velocidade de 2 a 10 mL/min

Extrair o AA com acetonitrila ou isopropanol.

l

Recolher o extrato, e analisar no CG, para ver ser aparece
acetaldeido. Ordem da batelada: extrato da filtragdo de AA em
agua / solvente extrator / AA a 1000 mg/L em agua.

Figura 22. Procedimento para ativacdo de cartuchos Sep-pak (C 18) e extracdo de
acetaldeido.

Como os simulantes para agua e refrigerantes sdo agua destilada e acido acético a 3%
(conforme esté detalhado no item 3.7), estes serdo usados no estudo de migra¢do. Como teste
foi usado solugcdo de AA em agua ou acido acético a 3% na concentracao de 6,0 mg/L.

12 ordem dos frascos: branco — 2,0 puL de extrato de isopropanol apds passagem de
agua pura pelo cartucho— 2,0 uL de extrato de isopropanol apods passar solugdo de AA em
agua a 6,0 mg/L. O volume de 2,0 pL foi utilizado em todas as injecdes.

2% ordem dos frascos: branco — ACN pura — ACN apds passagem pelo cartucho —
extrato de ACN apds passagem de solucdo de AA em &cido acético a 3% a 6,0 mg/L.
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N&o foi usado headspace, apenas CG acoplado a detector DIC. Condigdes
cromatograficas: volume de injecdo - 2 puL,; splitless (injecdo direta); temperatura de injecao:
200°C (de 80°C elevou-se para 200°C para evitar que a agua apagasse a chama do detector) ;
rampa da coluna: 50°C (5 min) 10°C/min —  200°C (15 min).

b) Reagente Purpald

Este ensaio quimico baseou-se no trabalho de QUESENBERRY & LEE (1995), onde é
utilizado o reagente Purpald (4-amino-3-hidrazino-5-mercapto-1,2,4-triazol) para reagir, por
condensacdo, com o aldeido investigado, no caso o acetaldeido, e formar um composto
intermediario que é em seguida oxidado, formando um produto colorido. A absorvancia deste
produto € lida no espectrofotdmetro a 550 nm. Na Figura 23 encontra-se 0 esquema que
representa esta reagao.

P W

WHe NH, { MM Naro D)

HS\"/NYNH WD BN NE  hSE Hs\[rm\n,ﬂ
N—N N—N N—N
Purpald intermediario prodl_Jto
colorido

Figura 23. Reacdo com Purpald.
c) Derivatizacdo por HBA

O segundo ensaio quimico foi o sugerido por PEREIRA et al (2004), que utiliza o &cido
4-hidrazinobenzéico (HBA) como agente de derivatizacdo para compostos carbonilicos
(aldeido, p.ex.). A hidrazina formada é quantificada no espectrofotdmetro, em comprimento
de onda de 290 nm. A ilustracdo da reacdo de derivatizacdo de aldeidos com o reagente HBA
encontra-se na Figura 6.

3.6.4 Estudo conclusivo

No estudo final foram feitos dois tipos de analises, a fim de confirmar a presenca de
possiveis contaminantes, em especial o acetaldeido, nas embalagens de garrafa PET PCR
fabricadas para envase de dgua mineral (Figura 21), e posteriormente foram realizados os
testes de migragéo.

Na primeira analise, com uso de luvas, amostras das garrafas PET-PCR foram cortadas
em flocos, pesadas até chegarem a 5 g, e foram envasadas em frasco de vidro para headspace,
de 20 ml (em 2 frascos). Em um dos frascos de vidro contendo flocos de garrafa PET PCR,
foi adicionada 1 pL de solucdo aquosa de AA, a 10 ppm, para efeito de fortificacdo da
amostra.

Equipamentos: Headspace (HD) acoplado a cromatografo a gas (CG), com coluna DB-
624 75 m x 0,53mm x 3,00 um, e detector por ionizagdo em chama (DIC).

A temperatura de equilibrio do Headspace foi 60° C, por 1lh, e as condicles
cromatograficas foram:

a) vaporizador: com diviséo de fluxo;

b) coluna: DB-624 (75mm x 0,53 mm x 3,00 pm);
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c) temperatura do injetor: 150°C

d) temperatura do detector: 240°C

e) rampa de temperatura da coluna: 50°C (15 min) 5°C/min 180°C (15 min)
f) volume injetado da solucdo padréo de acetaldeido: 1 pL

g) fluxo de He: 3,58 mL/min

h) fluxo de H,: 40 mL/min

i) fluxo de ar: 400 mL/min

J) modo de injecdo: direta

k) tempo de amostragem: 1 min

Ordem dos vials analisados: Branco (frasco vazio) / flocos da garrafa PET reciclada /
5 ml de solucdo de acetaldeido em agua, a 10 ppm / PET reciclado fortificado com
acetaldeido a 10 ppm / Branco / 1 uL de acetaldeido padrdo / 1 pL de 2-metil-1,3-dioxolano /
1 uL 1,3-dioxolano / 1 uL etilenoglicol / 1 yL de dietilenoglicol.

A segunda andlise aconteceu no Instituto Nacional de Tecnologia (INT). Amostras das
garrafas PET-PCR (Figura 21) foram cortadas em flocos, pesadas até chegarem a 3 g, e foram
envasadas em frasco de vidro para headspace, de 20 ml (em 1 frasco). Pellets de resina
virgem de PET (Figura 17), e de resina reciclada (Figura 18), também foram pesados, até 5
gramas, e envasados nos frascos de vidro para headspace, para fins de comparagdo com 0s
flocos de garrafa PET-PCR.

Equipamentos: Headspace (HD) acoplado a cromatdgrafo a gas (CG), e detector por
espectrometria de massa (EM).

A temperatura de equilibrio do Headspace foi 60° C, por 30 min, com agitacdo, e as
condicdes cromatogréaficas foram:

a) vaporizador: com diviséo de fluxo;

b) coluna: HP INNOWAX (30 m x 0,25 mm x 0,5 pym), polietilenoglicol, polar,

capilar;

c) temperatura do injetor: 220° C

d) detector: a vacuo;

e) EM source fonte 230

f) quadrupolo: 150

g) energia de particdo das moléculas: 70 EV

h) faixa massa: 15-300 massa carga

i) rampa de temperatura da coluna: 40°C (3 min)  10°C/min —  250°C (6 min)

j) volume injetado do padrdo de acetaldeido: 1 pL

k) fluxo de He: 1,0 mL/min

I) modo de injecdo: com divisdo de fluxo

m)tempo de amostragem: 8 min

n) razao de divisdo de fluxo: 1/50

0) temperatura de interface: 250°C

Ordem dos frascos de vidro analisados: flocos da garrafa PET reciclada / resina de

PET virgem / resina de PET reciclada / branco (frasco vazio) / acetaldeido padrdo / PET
garrafa fortificado com solucdo de acetaldeido em agua a 15,8 ppm / 5 mL de agua tipo I.
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3.7 Metodo de Ensaio de Migracgao

O método de ensaio fundamenta-se na transferéncia de residuos de PET, presentes em
garrafas usadas para embalagem de bebidas ndo-alcodlicas, para um simulante que imita as
caracteristicas das bebidas.

Aqui, o ensaio de migragéo propde o contato de 500 mL dos simulantes selecionados
(BRASIL, 2010), que foram agua destilada, simulando agua mineral, e &cido acético a 3%,
simulando sucos e refrigerantes (Tabela 3).

A Resolucdo n° 51, de 26 de novembro de 2010 (BRASIL, 2010), determina que
quando no roétulo da embalagem ou artigo pléstico for indicado que o mesmo pode ser
utilizado em contato com alimentos a temperatura ambiente ou menor, ou quando por sua
natureza a embalagem ou artigo plastico esta claramente destinado a ser utilizado em contato
com alimentos a temperatura ambiente, ou menor, o ensaio de migracao sera realizado durante
‘10 dias a 40°C".

Portanto, assim foi feito tanto com as garrafas PET-PCR contendo apenas agua
destilada, quanto com as garrafas contendo acido acético a 3%. Trés de cada tipo de amostra
foram colocados em estufa BOD, nas condicdes citadas acima.

Outra condicgéo utilizada baseou-se na ISO Guide 35 (ISO 2006), que diz que para
avaliar a estabilidade a curto prazo, as temperaturas das amostras podem variar entre -50°C
até 70° C. A partir disso, para simular uma situacdo real, como durante o transporte de
distribuidores de bebidas, por exemplo, trés garrafas PET-PCR com &gua, e trés com acido
acético, foram submetidas a ‘60° C, em estufa, por 4 horas’.

Para identificar uma situacdo hipotética em que ocorra a migracdo de acetaldeido para
a bebida ndo-alcodlica, foram utilizadas juntas no teste de migracdo as duas condicBes
extremas usadas antes separadamente: armazenamento a ‘60° C e por 10 dias’. Desta vez
foram também colocadas na estufa duas garrafas de PET-PCR contendo solucéo de agua com
acetaldeido, em concentracdo ja definida, de 6,0 mg/L. Estas Gltimas foram submetidas a
reacdo com acido 4-hidrazinobenzéico (HBA), e a leitura no espectrofotbmetro antes mesmo
de serem colocadas na estufa BOD por 10 dias, para se ter uma confirmacdo se houve ou nao
alteracdo da concentracdo de acetaldeido na solucdo (Tabela 4).

Tabela 4. Condi¢6es de tempo e temperatura usadas no teste de migracéao

Tempo Temperatura
4h 60°C

10 dias 40°C

10 dias 60°C

Ao final do ensaio, as garrafas foram colocadas em geladeira, em torno de 7°C, por 1
dia, para minimizar a perda de acetaldeido durante a abertura da garrafa (EWENDER &
WELLE, 2008). Apos 1 dia em geladeira, as garrafas foram tiradas e deixadas a temperatura
ambiente, por algumas horas, para em seguida iniciar a reagdo quimica com HBA (Figura 24).
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Figura 24. Amostras de garrafas PET-PCR cheias com simulantes, usadas nos ensaios
de migracéo.

Aliguotas de 8 mL de cada simulante envasado nas garrafas PET-PCR foram retiradas
e transferidas para tubos de ensaio, para reagir com 2 mL de agua tipo | ou &cido acético a 3%
(dependendo do simulante em questdo) e 5 mL de solugdo de HBA 123 ppm (Figura 25).
Apo6s 15 minutos de reacdo, o produto final foi levado ao espectrofotdmetro para deteccéo e
quantificacdo do acetaldeido a 290 nm.

2 ml de agua
ou acido
ot 5 ml de

8 ml do acetico 3% |
simulante solucdo de

0 HBA, 123
apos tempo -
de contato — pp

barth

Figura 25. Reacdo quimica com acido 4-hidrazinobenzoico
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Foi feita analise da absorvancia de simulantes contendo AA a 6 mg/L, envasados nas
garrafas PET-PCR, antes e depois de irem para a estufa a 60°C, por 4h (uma das condi¢des de
migracdo), a fim de verificar se hd muita alteracdo na concentracdo de acetaldeido. Foi
considerada esta concentragdo nas analises experimentais, por ser o valor determinado pela
Comissdo de Diretiva da Unido Européia (EC, 2002) como sendo o limite de migracao
especifica de acetaldeido. Além disso, realizou-se também reagdo quimica com HBA recém-
preparado, e HBA deixado de um dia para o outro, a fim de avaliar a estabilidade deste
regente, e sua possivel interferéncia nos resultados.

3.8 OrientacOes para Protecéo Individual e Coletiva

Equipamento de protecédo individual como luvas e jaleco; e equipamento de protegédo
coletiva como capelas de exaustdo quimica foram utilizados durante a conducéo dos ensaios.

3.9 Validacao Intralaboratorial

O procedimento para validacdo intralaboratorial foi basicamente descrito por SOUZA
(2007). A adequagdo ao proposito do método foi determinada a partir dos resultados de
parametros como linearidade, limites de deteccdo e quantificagéo.

3.9.1 Linearidade

A linearidade foi realizada através de ensaios com soluc¢des padrdo de acetaldeido. Foi
preparada uma curva analitica y = a +bx , com niveis de concentracdo igualmente espacados:
1,5; 3,0; 4,5; 6,0; 7,5; 9,0 e 10,5 mg/L, sendo trés repeticdes de leitura de cada nivel, e para
cada simulante, ou seja, agua destilada tipo | e &cido acético a 3%. As solucBes foram
preparadas e analisadas aleatoriamente. Brancos foram preparados para zerar o equipamento.

A linearidade foi avaliada através da estimativa dos parametros pelo método dos
minimos quadrados ordinarios (MMQO), inspecdo visual dos dados e gréaficos e tratamento de
valores aberrantes. O MMQO, que minimiza a soma dos quadrados dos residuos (erros) da
regressdo é utilizado para estimar os parametros de regressao. Os valores aberrantes foram
tratados pelo teste de residuos padronizados Jacknife, o qual foi aplicado consecutivamente
até que novos valores aberrantes ndo fossem detectados ou até exclusdo méaxima de 22,2% do
namero de andlises (BELSEY, KUH e WELSCH, 1980; HORWITZ, 1995). O MMQO parte
da premissa que os residuos seguem a distribuicdo normal, tém variancia constante ao longo
do eixo x e sdo independentes. Tais premissas relacionadas a andlise de regressdo foram
avaliadas quanto a normalidade por RYAN E JOINER (1976); homoscedasticidade por
LEVENE (1960) e BROWN E FORSYTHE (1974); e independéncia dos residuos da
regressdo por DURBIN E WATSON (1951). O teste F foi conduzido para verificar o ajuste ao
modelo linear por meio da avaliagdo da significancia da regressdo (DRAPER e SMITH,
1998).

Estimativas dos parametros pelo MMQO
Num primeiro momento, ha a inspe¢édo visual dos dados e a construcéo do gréafico das

respostas analiticas versus concentraces do analito. Os parametros da regressao a e S sao
estimadas como a e b, respectivamente, correspondentes aos valores que minimizam a soma
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de quadrados dos residuos da regresséo Z(yi —¥i)?, sendo y"; o valor estimado de y ; para
i=1

um dado valor de x ; quando a e b s&o determinados.
As estimativas de inclinacdo b e intersecdo a da reta ajustada estdo demonstradas nas

Equacdes E.1 e E.2, respectivamente.

S, «
b= s . Equagéo E.1
a=y-bx Equacgéo E.2
sendo

n n

iXiYi _inzyi

Sy =200 =)y, =) = =

X; = concentragédo conhecida do analito

y, = resposta medida
n = ndmero de pontos da curva de calibracdo

Para cada concentragéo Xx;, no qual uma resposta y, esta disponivel, o residuo e, e
dado pela equacéo E.3
Ci=Yi—Yi
sendo
yi =variavel estimada pela equacédo de regresséo

As variancias de inclinagdo s/, da intersecdo s? e dos residuos da regressao s’,, sio

calculadas pelas equagdes E.4, E.5 e E.6.

Equacéo E.3

S «

Sp = Sres Equacéo E.4

s =g 2 Equacdo E.5
nS
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Zn:(y—‘

2 o= Equagcéo E.6

RZ=1L Equacdo E.7

Os valores estimados para a inclinagdo e interse¢do, assim como as suas respectivas
variancias, sdo utilizados para construir a equacdo a ser utilizada para estimar as
concentracfes de amostras. Os residuos da regressdao computados sdo empregados nos testes
subsequientes.

Tratamento de valores aberrantes

O gréfico dos residuos da regressdo versus 0s niveis de concentracdo é construido.
Duas linhas pontilhadas horizontais correspondentes a t;,_,,.,, , 5 S0 utilizadas para indicar

uma variabilidade aceitavel entre os residuos de regressao, sendo os pontos fora desses limites
entendidos como tendéncias. Os valores aberrantes sdo avaliados pelo método de residuos
padronizados Jacknife, cuja estatistica € o residuo padronizado Jacknife J ¢ , calculado para
cada ponto da curva analitica e descrito na equacéo E.8.

n-p-1

Jy =T
n-p-r’

el
sendo
p =numero de parametros do modelo
e ] .
r. = ——, residuo padronizado

i
ei

=S,..v1—h, erro padréo do residuo
h :1 (x - )
n

, leverage

XX

Os residuos padronizados Jacknife seguem a distribuicdo de t, ,,,,, , - Valores de

J ¢i maiores que o valor de t critico para o nivel de significancia 0,05 foram considerados
aberrantes (BELSLEY, KUH e WELSCH, 1980) e removidos até o limite percentual de
22,2% dos dados tratados (HORWITZ,1995) ou até a ultima repeticdo de um nivel de
concentracdo. O MMQO foi recalculado a cada excluséo de valores aberrantes.
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Teste de normalidade

A normalidade dos residuos da regressdo foi avaliada pelo teste de Ryan-Joiner, que se
utiliza do teste de hipoteses para confirmar se os residuos seguem a distribuicdo normal e,
portanto, os desvios da normalidade nédo seriam significativos.

A estatistica do teste é o coeficiente de correlagdo de Ryan-Joiner R . A hipotese nula
é rejeitada se os coeficientes R sdo inferiores aos valores criticos estabelecidos. Os residuos
foram colocados em rol e foi construido um gréfico dos valores dos residuos versus valores
percentis estimados para uma distribuicdo normal reduzida. Um grafico dos residuos
ordenados de uma amostra (e;) de tamanho n versus os pontos dos percentis de uma
distribuicdo normal reduzida (g;) foi construido. Os quantis normais foram obtidos pela
equacao E.9.

Qi = ¢l{w},i =1,..,n Equacdo E.9

g; = Vvalor normal esperado
¢~* =inverso de uma funcéo de distribuicio normal padrao
O coeficiente de correlagéo entre e, e g, foi calculado conforme equagéo E.10
S

eq

Equacéo E.10

Se o gréfico obedecer a uma linha reta, os dados seguem uma distribuicdo normal.
Caso contrario, o grafico apresentara algum grau de curvatura ou distribuicdo aleatdria de
dados e 0s mesmos serdo provenientes de uma outra distribui¢do de probabilidade.

Os coeficientes de correlagdo criticos para conjunto de dados pertencentes a
distribuicdo normal foram obtidos para o nivel de significancia igual a 0,05 pela equagédo E.11
(RYAN e JOINER, 1976). Dessa forma, o resultado grafico péde ser confirmado pelo célculo
do coeficiente R .

R, ~1,0063— 01288 06118 + 1,3505 Equagéo E.11

crit d \/ﬁ n n2
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Teste de homoscedasticidade das variancias dos residuos

O teste de Levene (LEVENE, 1960) modificado por BROWN e FORSYTHE (1974)
foi utilizado para avaliar a homogeneidade das variancias, a partir da hipotese nula de que as
variancias dos residuos da regressdo ndo diferem entre si, ou seja, hd homoscedasticidade.
Para a hipdtese alternativa as variancias dos residuos seriam diferentes, havendo, no caso,
heteroscedasticidade. A estatistica do teste é o F de Levene F .

No caso em questdo, os residuos foram divididos em dois grupos ni e n,, para 1 grau de
liberdade, em que t = \VF , e calculou-se a estatistica t de Levene t . . A hipotese nula é
descartada quando t | for superior ao t critico ty ,;,,, 0, 2. OS grupos foram distribuidos
equitativamente, tendo o cuidado para ndo separar repeticbes de um mesmo nivel em grupos
distintos. As medianas dos residuos de cada grupo €, e €, foram calculadas e obtidas as

diferencas absolutas entre as medianas e os residuos dos respectivos grupos d,; = "e’l —elj‘ e
dy; :‘Ez —ezj‘. A média das diferengas d, e a soma dos quadrados dos desvios SQD, dos

valores d_kj de cada grupo k=1 e k=2 foram calculadas. O valor de t, foi obtido pela
equacdo E.12.

t, = M Equacéo E.12

sendo

d, =Y [ —ey|/n, , média dos modulos das diferengas entre o j-ésimo residuo e a mediana
de cada grupo k =1e k=2

n, =numero de observacdes em cada grupo

€, =mediana de cada grupo

sf) = (SQD, +5QD,) . variancia combinada

(n,+n,-2)

Ny
SQD, :Z(é'k — 8y )2, soma dos quadrados dos desvios entre cada j-ésimo residuo e a
j=1

mediana de seu k-ésimo grupo, para cada grupo.

Caso t,_ seja inferior ao valor critico ty ..., », ha a indicagdo de
homoscedasticidade, ndo havendo razdes para rejeitar a hipdtese nula e acreditar que a
variancia dos residuos ndo seja constante. A significancia p também deve ser superior a 0,05
(LEVENE, 1960; BROWN e FORSYTHE, 1974).

Teste de independéncia dos residuos

A ndo autocorrelacdo ou independéncia dos residuos da regressdo € verificada pelo
teste de Durbin-Watson, considerando-se a hipdtese nula de que ndo ha autocorrelagdo entre
os residuos, ou seja, sdo independentes; e a hipotese alternativa de que ha autocorrelacéo entre
0s residuos e, portanto, ndo sdo independentes. Assumindo-se que 0s residuos e j sdo variaveis
independentes, a autocorrelagéo entre os residuos seria p, =0 (hipotese nula).
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Essa hipotese foi testada contra a alternativa em que p, :p(p¢0€|p|<1). A

estatistica de Durbin-Watson é a ferramenta utilizada para a avaliacdo e esta descrita na
eqgacéo E.13.
n

d==2— Equacéo E.13

Para cada grupo de dados, existem dois limites criticos d  (inferior) e d y (superior).
Caso o valor de d esteja entre esses limites, o teste € inconclusivo. Valores de d | < d indicam
autocorrelacdo e a hipotese nula é rejeitada para um nivel de significAncia de 2a ; enquanto
valores de d > d y indicam independéncia e a ndo rejeicdo da hipdtese nula. O valor de d varia
de zero a quatro. Se o valor converge para dois significa que ndo ha autocorrelacdo e os
residuos sdo independentes. No mesmo sentido, se os valores se afastam de dois para zero ou
quatro, entdo, a autocorrelacdo aumenta. Geralmente, valores entre 1,5 e 2,5 podem ser
utilizados como ponto de corte inferior e superior (DURBIN e WATSON, 1951). Os valores
limites de d s&o estimados pelas equac¢des E.14 e E.15 para nivel de significancia igual a 0,05.
2,8607 3,4148 16,6400

d, ~1,9693— + Equacédo E.14
L \/ﬁ n n2 q Q
d, ~19832— 30547 - 1,3862 + 16’3562 Equacdo E.15
Jn n n

Teste de significancia da regressao e do desvio da linearidade

Para a realizacdo do teste, a variabilidade total das respostas é dividida em soma do
quadrado dos residuos da regressdo (em torno da regressdo) e soma dos quadrados devido a
regressdo. A soma de quadrados dos residuos da regressao é separada em soma dos quadrados
do desvio da linearidade (falta de ajuste ao modelo) e soma dos quadrados do erro puro. A
segmentacdo da variabilidade total das respostas, em soma de quadrados entre niveis e soma
de quadrados do erro puro (dentro dos niveis), também foi feita para auxiliar os calculos.

A tabela de andlise de variancia para o teste é construida a partir das equacdes
dispostas na Tabela 5. A estatistica do teste é a razdo entre as variancias, que segue a
distribuicdo de F com os graus de liberdades correspondentes.

Tabela 5. Andlise de variancia para significancia da regressdo e desvio de linearidade
(0=0,05) (continua)

FV GL SQ QM F
Regressﬁo 1 |: n SQregr Q M regr

Se-dnn)] e =

regr res

Residuos n—2
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Tabela5. Continuacao

Desvio da u-2 u . S M
linearidade an (9 -V, ) SQuesy QM geqy
k=1 G LdESV QM Erro puro
Entre u-1 u
niveis an (yk - y)z
k=1
Erro puro n-u u N sQ
- \2 Erro puro
(v ~ %) LT
k=1 Jz_l: ! k GI-Erro puro
Total n-1 Zn: (y- ~ y)z o
i=1 I GLTotal

FV = fonte de variacdo, GL = graus de liberdade, SQ = soma dos quadrados, QM = quadrado médio, F = razao
entre variancias, N = nimero de ipontos de curva analitica, U= ndmero de niveis de concentragédo, N, =

namero de pontos j em cada nivel de concentracéo K, Y; = resposta medida, X; concentragéo conhecida do
analito, )7i = variavel dependente estimada pela equag&o de regressfio, Y = média das respostas medidas, X =
média das concentra¢Bes conhecidas, ykj = j-ésima resposta medida do k-ésimo nivel de concentragdo, Y, =

média de respostas medidas do k-ésimo nivel de concentracédo )7k: variavel dependente estimada pela
equacao de regresséo para o k-ésimo nivel de concentracao.

Para avaliacdo da regressdo, é testada a hipotese nula de que a regressao linear ndo é
significativa (ou seja, a variacao dos valores de y ; ndo é explicada pela regressdo) e a hipdtese
alternativa de que a regressao linear é significativa (variacdo dos valores de y ; é explicada
pela regressdo). A hipdtese nula é rejeitada se o valor de F for maior que o valor critico
Fow1n2)- Quanto a significancia do desvio da linearidade, a hipotese nula de adequacao ao
modelo linear simples (ndo ha desvio da linearidade) é confrontada com a hipétese alternativa
de inadequacdo ao modelo linear (h& desvio da linearidade). A hipdtese nula é rejeitada
quando o valor de F for maior que o valor critico F )- A significancia da distribuicao

l-a;u-2;n-u
F ( p) também deve ser analisada. Para a regressdo linear dos residuos, p deve ser inferior a
0,001, enquanto para o desvio da linearidade, p deve ser superior a 0,05.

3.9.2 Limites de deteccéo e quantificacao
Os limites de deteccdo e quantificagcdo foram determinados e baseados em referéncia

distinta daquela utilizada até entdo. Os limites foram estimados graficamente a partir da
inclinacdo e intersecdo da curva analitica como sugerido por FREHSE e THIER (1991).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos a partir de procedimentos j& mencionados e referentes a
comprovacao do metodo sdo apresentados nos itens subsequentes.

4.1 Determinacédo de Contaminantes no Plastico PET com Resina Reciclada

Os estudos-piloto realizados ajudaram a confirmar a presenca de acetaldeido nas
garrafas de PET pos-consumo reciclado, e determinar a metodologia mais adequada para
avaliacdo da ocorréncia de migracdo de acetaldeido do PET-PCR para os simulantes de
bebidas ndo-alcodlicas.

4.1.1 Primeiro estudo piloto

No primeiro estudo piloto, através da comparacdo dos tempos de retencdo, observou-
se a presenca de picos sugestivos de acetaldeido nos pellets de resina virgem e reciclada, e se
descartou a possibilidade de existir nas amostras 0s outros contaminantes suspeitos:
etilenoglicol, dietilenoglicol, trietilenoglicol, 1,3-dioxolano e 2-metil-1,3-dioxolano. Nas
figuras de 26 a 33 encontram-se 0s cromatogramas obtidos desta analise.

intensidade
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Figura 26. Solucdo padréo de etilenoglicol
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intensidade
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Figura 27. Solucdo padréo de dietilenoglicol
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Figura 28 — Solucgéo padrdo de trietilenoglicol

Comparando a Figura 27 com a Figura 28 observa-se que os tempos de retencdo do
dietilenoglicol e do trietilenoglicol s&o iguais.
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Figura 29. Solucdo padréo de 1,3-dioxolano
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Figura 30. Solucdo padréo de 2-metil-1,3-dioxolano
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Figura 31. Solucdo padréo de acetaldeido

Na Figura 31 a area referente ao tempo de retencéo de 6,4 minutos é de 5456892.
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Figura 32. Pellets de PET virgem

Na Figura 32 a area referente ao tempo de retencao de 6,6 min é de 8294. Ha também
um grande pico no tempo de 8 minutos, porém ndo corresponde a nenhum dos padrdes
utilizados.
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Figura 33. Pellets de PET reciclado
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Na Figura 33 a area referente ao tempo de retencdo de 6,4 min é de 17501. A 6,6 min
também apareceu um pico relevante, com area de 5627.

As condicdes de analise dos cromatogramas das figuras de 22 a 29 foram: temperatura
do headspace, a 150°C, por 1h; injecdo direta no CG(1 min); coluna DB-624; rampa da
coluna: 50°C (6 min) 5°C /min  — 68 °C (3 min) 2°C/min —  88°C(3 min) 5°C/min —
180°C (3 min); fluxo da coluna: 10,53 mL/min; detector DIC a 250°C.

Destes resultados é possivel observar a semelhanca entre os cromatogramas dos pellets
de resina virgem e do de resina reciclada, indicando que esta Gltima passou por um processo
de reciclagem adequado e eficiente, como a do processo bottle-to-bottle. No entanto a
intensidade dos picos no PET reciclado é maior. Ja é de se esperar que o reciclado tenha mais
contaminantes que o virgem.

De acordo com MANCINI et al (1998), durante a reciclagem o PET apresenta
sucessivas passagens por moinho, mufla e injetora, acarretando esforcos mecéanicos e/ou
temperatura associados com agentes degradantes (como luz, ar e 4gua), que ao degradarem o
material geram grupos terminais carboxilicos, entre outros .

4.1.2 Determinacdo de acetaldeido em garrafas PET-PCR
a) Headspace a 150°C

Desta analise confirmou-se 0 que ja tinha sido observado no primeiro estudo piloto,
feito com pellets de resina virgem e reciclada: dos padrdes analisados, o acetaldeido foi o
unico identificado nos cromatogramas dos flocos de garrafa PET-PCR, embora os graficos
apresentem muitos picos, dificultando a visualizagdo. A seguir encontram-se 0S
cromatogramas que confirmam isso (Figuras 34 a 37).
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Figura 34. Solucdo padréo de 1,3-dioxolano
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Figura 35. Solucdo padréo de trietilenoglicol
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Figura 36. Solucdo padréo de acetaldeido

Na Figura 36, a area correspondente ao tempo de retencao de 4,05 min é de 3203324.
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Figura 37. Flocos de PET reciclado

Na Figura 37 o pico a 4,90 min tem area de 324024, e o pico a 4,27 min, area de
220055. Nesta amostra apareceu algo a 29 min, com uma area consideravel, e que ndo havia
aparecido antes, na analise com pellets de resina reciclada.

As condicbes de analise dos cromatogramas das figuras de 30 a 33 foram: HD a
150°C, com flocos de garrafa PET-PCR. Temperatura do headspace, a 150°C, por 1h; injecao
direta no CG (1 min); coluna DB-624; rampa da coluna: 50°C (6 min) 5°C /min — 68 °C
(3 min) 2°C/min —  88°C(3 min) 5°C/min —  180°C (3 min); fluxo da coluna: 10,53
mL/min; detector DIC a 250°C.

No cromatograma das amostras de PET reciclado (Figura 33) apareceu pico no tempo
de retengdo 4,091 min, o qual esta bem préximo do tempo de retencéo do acetaldeido, que foi
4,048 min (Figura 32). Comparando as areas de AA presentes nas amostras de flocos de
garrafa PET-PCR com as areas presentes nas amostras de pellets de PET-PCR (Figura 28),
observa-se que sdo maiores nas amostras de flocos de garrafas. Na forma de flocos a extracdo
é facilitada, por haver uma maior difuséo de substancias do que em pellets.

MUTSUGA et al (2005) observaram que as garrafas de PET japonesas continham
mais AA em niveis elevados do que pellets de PET. Dai a importancia de se analisar
diretamente as garrafas, que séo o produto final da fabricacéo deste tipo de embalagem.

b) Headspace a 60°C, coluna DB-624

A vaporizacdo das amostras a 60°C por 1 h foi feita para verificar se o acetaldeido
apresentado nos cromatogramas estava realmente na garrafa de PET-PCR, ou se foi gerado no
procedimento de aquecimento no HD. Nesta andlise apenas foram utilizadas solugdes de
acetaldeido, para confirmar seu tempo de retencéo.
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As Figuras 38, 39 e 40 mostram poucos picos nos cromatogramas do acetaldeido,
facilitando a leitura e mostrando que o HD a 60° parece ser uma condi¢do adequada de
analise.
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Figura 38. Solucéo de acetaldeido a 1,0 mg/L — HD/CG, coluna DB-624
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Figura 39. Solucdo de acetaldeido a 10 mg/L — HD/CG, coluna DB-624

Intensidade

5500000 |
TR=6,13 min
4500000 1

35uunun1

.

2500000 -

1500000 - w
500000 - .
G i "-\. . . — — - S

-500000

10 20 ' 30 ' 40
min

Figura 40. Acetaldeido concentrado (padrdo) — HD/CG, coluna DB-624
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As condicbes de analise dos cromatogramas das figuras de 34 a 36 foram: acetaldeido
em 3 diferentes concetracbes. Headspace, a 60°C, por 1lh, o padrdo e as solugdes de
acetaldeido foram direcionados para 0 CG, por injecéo direta (1 min); coluna DB-624; rampa
da coluna: 50°C (6 min) 5°C /min  —_ 68 °C (3 min) 2°C/min — 88°C(3 min) 5°C/min
— 180°C (3 min); fluxo da coluna: 10,53 mL/min; detector DIC a 250°C.

O tempo de retengdo do AA, nas trés solucdes, ficou em torno de 6,1 min. No inicio
dos cromatogramas ainda ha dois picos muito juntos, parecendo ser um pico que se divide em
dois.

c) Headspace a 60°C, coluna DB-5

Foi feita alteragdo da coluna, na tentativa de se obter picos cromatograficos mais
separados. Para a identificacdo do tempo de retencdo do acetaldeido foi eficaz, pois em seu
cromatograma sO apareceu um pico (Figura 41). No entanto, nada apareceu nos

cromatogramas das amostras de PET, ndo havendo integracdo de nenhum pico. Isto indica que
a 60°C ndo é possivel volatilizar substancias presentes no PET.
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Figura 41. Solugéo de acetaldeido a 10 mg/L — HD/CG, coluna DB-5

Nesta analise utilizaram-se amostras de PET (virgem e reciclado) e solucdo aquosa de
acetaldeido. As condicGes foram: Headspace, a 60°C, por 1h, o padrdo e as solucGes de
acetaldeido foram direcionados para o CG, por injecdo direta (1 min); coluna DB-5; rampa da
coluna: 50°C (6 min) 5°C /min  —_ 68 °C (3 min) 2°C/min — 88°C(3 min) 5°C/min—
180°C (15 min); fluxo da coluna: 10,53 mL/min; detector DIC a 250°C.
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O fato do tempo de retencdo do AA ter sido menor que nas analises anteriores, com
coluna DB-624, indica que h& uma menor afinidade daquela substancia por esta coluna,
fazendo com que ela saia antes.

d) Headspace a 80°C, coluna DB-5

Nesta andlise foi utilizado 0 mesmo tipo de amostras da andlise anterior, porém com
uma temperatura mais proxima da temperatura de transicdo vitrea (Tg) do PET, a fim de
facilitar a extracdo de AA. A temperatura de 80°C esta acima da temperatura de transicdo
vitrea do PET (Tg), que é em torno de 71°C (BALDISSERA et al, 2005), e acima da Tg existe
maior mobilidade molecular (RABELLO & WELLEN, 2008).

Houve realmente o aparecimento de picos na andlise das amostras de PET (pellet
virgem e flocos de garrafa reciclada), e inclusive, os dois primeiros picos, tanto na analise do
plastico quanto na de acetaldeido, apresentaram tempos de reten¢do muito préximos.

O tempo de retencdo do AA ficou bem proximo do tempo dos primeiros picos
presentes no gréafico das amostras de PET (Figuras 38 e 39).

Nesta andlise também se observa uma semelhanca entre os cromatogramas do PET
virgem e do PET reciclado, indicando a ocorréncia de reciclagem super-clean, como a bottle-
to-bottle. O processo super-clean, ou bottle-to-bottle, utiliza processos especiais de lavagem,
alta temperatura, vacuo, tratamento de superficie, derretimento, filtracdo, para remover
contaminantes do p6s-consumo. Por isso o produto do processo super-clean pode ser usado
para embalar alimentos, em contato direto com 0s mesmos, por atender aos requerimentos
legais e regulatérios. Estes produtos ndo podem conter mais substancias migraveis do que as
observadas em PET virgem grau alimenticio (FRANZ et al, 2004).
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Figura 42. Cromatograma de pellets de resina de PET virgem
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O pico a 1,43 min tem area de 258160 (Figura 42).
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Figura 43. Cromatograma de flocos de garrafa PET-PCR

O pico a 1,43 min tem area de 273316 (Figura 43).
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Na Figura 44 o pico a 1,20 min tem é&rea de 39610. As condic¢Oes de analise dos
cromatogramas do PET virgem, PET reciclado e solucdo de AA foram Headspace a 80°C,
coluna DB-5. Rampa da coluna: 50°C (6 min) 5°C /min _— 68 °C (3 min) 2°C/min —
88°C(3 min) 5°C/min — 180°C (3 min); fluxo da coluna: 10,53 mL/min; detector DIC a
250°C.

e) CG-EM com injecéo direta via Chromatoprobe e adicdo de DMA

Através da andlise das amostras de PET-PCR com CG-EM, foi possivel confirmar a
presenca de acetaldeido nas embalagens. O cromatograma e fragmentograma correspondentes
a esta anélise encontram-se nas Figuras 45 e 46.

No cromatograma houve a integracdo de dois picos. O primeiro corresponde ao
acetaldeido, conforme a indicacdo do fragmentograma. O segundo pico é o DMF, ja que a
amostra de PET ficou em contato com este reagente por 7 dias, a fim de facilitar a extracdo de
AA.

RAMALHO & BERTAZZOLI (2011) utilizaram chromatoprobe acoplado a injetor de
CG com detector EM, para identificacdo de herbicida em latosolo, e obtiveram resultado
satisfatorio, conseguindo identificar o herbicida com pico bem definido e de alta intensidade.
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Figura 45. Cromatograma do extrato de flocos de PET-PCR em contato com DMA.
Anélise por CG-EM.
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As condicbes da analise foram (Figura 45): CG-EM, com injecdo em PTV. Rampa:
30°C 10°C/min — 100°C. Rampa da coluna (DB-5) do CG foi: 30°C 10°C/min — 100°C
20°C/min — 300°C.
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Figura 46. Fragmentograma do extrato de flocos de PET-PCR em contato com DMA.
Anédlise por CG-EM.

O fragmentograma apresentado (Figura 46) assemelha-se ao fragmentograma de
acetaldeido apresentado pela biblioteca do equipamento.

A presenca de acetaldeido ja era de se esperar, visto que o acetaldeido é uma
substancia tipica do PET, por ser um produto de degradacdo térmica do poli(tereftalato de
etileno) (WELLE, 2008), e os processos de fabricagdo de garrafa e reciclagem utilizam
temperaturas muito elevadas.

f) Headspace a 60°C, coluna DB-5 e uso de DMF para extragio

Foi possivel identificar os picos de acetaldeido nas amostras de PET, tanto virgem
quanto reciclado, porém os picos do inicio da corrida continuam muito juntos, gerando a
duvida de que podem ser picos da mesma substancia, ou picos de substancias distintas, porém
com tempos de retengdo muito proximos (Figura 47).

Desta vez o DMF foi o reagente utilizado para extrair acetaldeido das amostras de PET
antes de serem analisados no cromatografo associado a headspace.
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Figura 49. Cromatograma da solucdo de AA em DMF a 1,5 mg/L

As condicdes de analise foram: Headspace, a 60°C, por 1h, as amostras e solucédo
foram direcionados para o CG, por injecédo direta (1 min); coluna DB-5; rampa da coluna:
50°C (6 min) 5°C /min_— 68 °C (3 min) 2°C/min — 88°C(3 min) 5°C/min —  180°C (3
min); fluxo da coluna: 10,53 mL/min; detector DIC a 250°C.

O acetaldeido sai a 4,07 min, e se mostrou presente na analise de amostras de resina de
PET virgem saindo a 4,0 min, com &rea de 71919395. Nas amostras de flocos de PET
reciclado, o acetaldeido pareceu sair antes, com tempo de 3,4 min, e com area bem menor:
444491. Espera-se que no PET reciclado haja mais acetaldeido. MANCINI et al (1998)
observou mudancas estruturais das macromoléculas (quebra de cadeias) conforme aumentava
0 numero de reciclagens de embalagens PET.

O DMF possui ponto de ebuli¢do de 153°C. Houve mais extracdo a partir das amostras
de resina virgem do que das amostras de PET reciclado, gerando duvida sobre a eficiéncia
deste solvente como extrator.

) Headspace a 60°C, coluna DB-5, uso de DMF e DMA para extragdo e rampa
iniciando a 30°C

Para tentar separar os picos do inicio das analises, foi feita uma alteragdo na rampa de
temperatura da coluna, reduzindo a temperatura inicial de 50°C para 30°C.

Da extracdo por DMF, é possivel observar um pico bem pequeno (area 1030) a 1,45
min na amostra de pellet virgem semelhante ao tempo de retencdo do AA, que é 1,43 min
(Figuras 50 e 51). Ja na amostra de PET-PCR ndo formou nenhum pico que pudesse indicar
presenca de AA. Da extracdo por DMA, também ndo ocorreu nenhum pico indicativo de AA,
tanto no PET virgem quanto reciclado.

Esses dois reagentes ndo sdo, portanto, adequados para extrair acetaldeido de
embalagens de PET, ndo contribuindo para determinagéo deste contaminante.
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Figura 50. Cromatograma do extrato de PET virgem com DMF, ap6s 48h de contato
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Nestas analises, onde foi feito 0 uso de DMF e DMA para extracdo de AA, as
condigdes foram: Headspace, a 60°C, por 1h, as solucBes foram direcionados para o CG, por
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injecdo direta (1 min); coluna DB-5; rampa da coluna: 30°C (6 min) 1°C /min _—  35°C (5
min) 1°C/min _— 37°C (3 min) 1°C/min —45°C (3 min) 5°C/min  — 88°C(3 min)
10°C/min—180°C (5 min); fluxo da coluna: 10,53 mL/min; detector DIC a 250°C.

h) Sem headspace, coluna DB-624, extracdo com isopropanol, novas garrafas de
PET-PCR

A partir desta andlise passou-se a utilizar garrafas de PET-PCR de outro fabricante,
produzidas para acondicionar detergente. A coluna DB-624 foi novamente utilizada, por
mostrar maior sensibilidade e afinidade ao acetaldeido (Figuras 52-54), e assim favorecer uma
melhor identificacdo deste contaminante. Foi utilizado o isopropanol como extrator.

O AA apresentou picos com tempo de retencdo a 5,27 min e 5,4 min, e o isopropanol
puro (padrdo) apresentou um pico a 554 min, ou seja, bem proximo ao do AA. No
cromatograma obtido da analise do extrato de flocos de PET-PCR em contato com
isopropanol, foi possivel identificar um pico com tempo de retencdo igual ao do AA (5,45
min) (Figura 48). Dos trés extratores utilizados, o isopropanol foi o que apresentou resultados
mais aceitaveis.

TR=9,2 min

20000

TR=5,5 min

‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘

Figura 52. Cromatograma do isopropanol padréo
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As codicOes da analise que sucedeu ao uso de isopropanol para extracdo de AA foram:
sem headspace. condi¢bes cromatogréficas: volume de injecdo- 2 pL; splitless (injecdo
direta); temperatura de injecdo: 80°C; rampa da coluna: 50°C (5 min) 10°C/min —  200°C
(15 min)

4.1.3 Métodos de analise de migracdo de acetaldeido a partir de PET-PCR em
bebidas ndo-alcodlicas

a) Uso de cartucho Sep-pak (C 18)

Foram analisados apenas no CG (sem headspace) os extratos de isopropanol apds
passagem de AA em &gua a 6,0 mg/L por cartucho C18 (SEP-PAK); e de ACN apo6s
passagem de AA em &cido acetico (a 3%) a 6,0 mg/L. A acetonitrila é também usada para
ativar o cartucho, conforme sugere o manual deste.

Na extracdo com isopropanol o tempo de retencdo do acetaldeido foi de 5,2 min
(Figura 55). Na extracdo com ACN o tempo de retencdo de AA também ficou em 5,2 min
(Figura 56). O tempo de retencdo do isopropanol € de aproximadamente 9,0 min, e o da ACN
é de 9,3 min.

Nas duas extracOes, a area do AA foi 12434, e 18905, respectivamente. Os dois
extratores apresentaram, portanto, comportamento semelhante, porém em quase todas as
corridas pelo CG, aparecia algo a 5,4 min, ou seja, tempos de retencdo bem proximos ao do
AA. Tal fato levanta a hip6tese de que deve ter ocorrido contaminacdo dos solventes pelo AA
presente no ar do laboratdrio, mascarando, assim, os resultados.

Além disso, 0 grau de extracdo por estes reagentes mostrou-se muito pequeno (vide
areas do AA obtidas da extracdo), tornando este método inadequado para uma futura deteccao
e quantificagdo da migracéo de AA.

AA
TR=5,4 min

min

Figura 55. Cromatograma da solucdo aquosa de AA a 6,0 mg/L ap6s passagem pelo
cartucho e extragdo com isopropanol
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Figura 56. Solucdo de AA em &cido acético 3%, a 6,0 mg/L apds passagem pelo
cartucho e extracdo com ACN

b) Reagente Purpald

Este método com utilizacio do reagente Purpald, e posterior analise em
espectrofotdbmetro, mostrou-se ineficaz. Apds a reacdo entre o reagente Purpald e a solucéo
contendo acetaldeido houve formacgdo de composto amarelado, porém muito instavel; cinco
minutos depois ja ficava incolor, ndo sendo possivel fazer a leitura no espectrofotdmetro, para
quantificacao.

c) Derivatizacdo por HBA

A metodologia que se mostrou mais adequada foi a que se baseia na derivatizacédo de
acetaldeido a partir da reacdo com acido 4-hidrazinobenzéico (HBA), e posterior analise de
absorvancia do composto formado no espectrofotdmetro. Na Figura 57 encontra-se a curva de
calibracdo obtida neste estudo experimental, o qual se mostrou eficiente na deteccdo da
concentracdo de acetaldeido.
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Figura 57. Curva de calibracdo obtida para teste do método, a partir da reacdo quimica
dos simulantes, contendo acetaldeido em 7 diferentes concentra¢des, com
HBA.

De acordo com o estudo de PEREIRA et al (2004) é possivel quantificar aldeidos de
baixo peso molecular a partir da derivatizagdo com &cido 4-hidrazinobenzéico (HBA).
Aldeidos reagem com HBA conforme o esquema apresentado na Figura 6.

Os derivados sdo anibnicos e detectaveis a 290 nm, podendo ser analisados em
eletroforese capilar. No estudo citado acima, as condicdes de reacdo foram cuidadosamente
otimizadas. No presente estudo, o aldeido de interesse é o acetaldeido, que ao reagir com o
HBA forma uma hidrazona detectavel no espectrofotémetro.

A anédlise das absorvancias de simulantes contendo AA a 6 mg/L, envasados nas
garrafas PET-PCR, antes e depois de condicionamento em estufa a 60°C, por 4h (uma das
condi¢des de migragéo), para avaliar o grau de interferéncia do tempo de preparo do HBA e
das amostras nos resultados encontra-se na Tabela 6, com as situacdes analisadas e as
concentragdes obtidas.

Tabela 6. Diferentes situacbes na reacdo de HBA com os simulantes contendo
concentracdo conhecida de acetaldeido (6 mg/L) (continua).

BA + AA 6 mg/L em acido acetico

Amostra Abs Conc.
290 nm mg/L
Situacéo |
Garrafa 1 0,3453 4.60
Garrafa 2 0,3543 470
Situacéo Il
Garrafa 1 0,3347 4.47
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Tabela 6. Continuacédo

Garrafa 2 0,3507 4,66
Situagéo 111
Garrafa 1 0,3303 442
Garrafa 2 0,3357 4,49
Situacéo IV
Garrafa 1 0,3203 4,30
Garrafa 2 0,3463 461
Situagdo V
Garrafa 1 0,3400 454
Garrafa 2 0,3467 461
Onde,
e Situacdo I: HBA e amostras preparadas no mesmo
dia

e Situacdo Il: HBA antigo e amostras apds 15 h em
temperatura ambiente

e Situacéo I11: HBA novo e amostras ap6s 15h em
temp. ambiente
e Situacdo IV: HBA antigo e amostras apds 4h em

estufa a 60°C
e Situacdo V: HBA novo e amostras apds 4h em
estufa a 60°C
A comparacdo dos resultados obtidos com HBA e amostras recentes, situacdo I, foi
feita com os resultados das situacdes Il, 111, IV e V utilizando comparacdo de médias pelo
teste t.

Isto significa que as condi¢bes de temperatura e tempo de preparo do HBA, ndo tem
muita interferéncia no resultado da reacdo quimica, podendo ser preparado na véspera das
analises. O fato de deixar os simulantes em contato com a garrafa PET-PCR a temperatura
ambiente, horas antes de ir para estufa aquecida, também né&o altera os resultados.

4.1.4 Estudo conclusivo

Neste ultimo estudo, ja com garrafas PET-PCR proprias para o envase de agua
mineral, foi feita primeiramente a confirmacdo da presenca de acetaldeido no material
plastico, e descarte da presenca dos contaminantes etilenoglicol, dietilenoglicol,
trietilenoglicol, 1,3-dioxolano e 2-metil-1,3-dioxolano. Em seguida testes de migragdo foram
realizados, a fim de verificar se hd o cumprimento da legislacéo, na qual o limite de migracéo
para acetaldeido em alimentos € de 6,0 mg/L.
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Os resultados obtidos, que confirmam a presenca de acetaldeido no material plastico,
estdo na Figura 58; e nas Figuras 59 e 60 encontram-se 0s cromatogramas de uma solugéo
contendo apenas acetaldeido em &gua, e amostras de PET-PCR fortificadas com esta solucéo,
respectivamente, a fim de confirmar a presenca de acetaldeido nas amostras plasticas. O pico
referente ao tempo de retencao do acetaldeido esta circulado.
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7500 |
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5000 ‘ TR =5,8 min
2500 ﬂ

| | |
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Figura 58. Cromatograma de flocos de garrafa PET PCR, com resina 100% reciclada
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Figura 59. Cromatograma da solugio de AA em agua, a 10 mg/L min
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Figura 60. Cromatograma de flocos de garrafa PET fortificados com solugdo de AA
em &gua a 10 mg/L

As condigdes de analise dos cromatogramas das figuras 58 a 60 foram: Headspace a 60° C,
por 1h; coluna DB-624; rampa de temperatura da coluna: 50°C (15 min) 5°C/min — 180°C
(15 min).

Os outros padrdes analisados (2-metil-1,3-dioxolano; 1,3-dioxolano; etilenoglicol e
dietilenoglicol), ndo apareceram nas amostras de PET-PCR. O acetaldeido corresponde ao
pico com tempo de retencdo de 5,8 minutos na analise dos flocos de garrafa PET PCR
(Figuras 58-60).

Chama a atencdo a ocorréncia do pico com tempo de retencdo de aproximadamente
7,4 minutos, na Figura 58; sua area representa 62% do total, e ndo se assemelha com nenhum
dos padrdes utilizados.

Para elucidar qual seria este outro componente presente na garrafa PET-PCR, em
quantidade consideravel, foi feita a 22 analise, onde foi usado detector por Espectrometria de
Massa (EM). A Figura 61 apresenta uma comparacao entre os graficos da agua, do PET-PCR
e do frasco de vidro para headspace vazio, a fim de elucidar o que aparece em torno de 7,4
min.
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Figura 61. Comparacdo dos cromatogramas de agua, flocos de garrafa PET-PCR e
frasco vazio, com destaque para o tempo de retencdo de aproximadamente
7,4 min.

Nas Figura 62 e 63 encontram-se cromatogramas dos flocos da garrafa PET-PCR por
detector de EM, sendo possivel visualizar a composi¢do total do plastico, em duas diferentes
escalas. Nesta 22 analise foi possivel confirmar a presenca do acetaldeido, através de
cromatograma e fragmentograma (Figura 64), e elucidar que outros componentes estdo
presentes no PET reciclado.
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Figura 62. Cromatograma dos flocos da garrafa PET reciclada, em menor escala. Analise em
headspace — CG - EM.
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Figura 63. Cromatograma dos flocos da garrafa PET reciclada, em maior escala. Analise em
headspace — CG-EM.
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Figura 64. Fragmentograma do AA: comparacdo da analise com a biblioteca do
equipamento
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No estudo de SUGAYA et al (2001), foi usado headspace acoplado a CG e EM para
determinar quantidades tracos de acetaldeido em 4&gua. A determinacdo por estes
equipamentos mostrou-se ser rapida, acurada e muito mais sensivel do que a obtida por
extragcdo com solvente.

Os métodos CG com detector DIC e CG com detector EM, apresentados no estudo de
HUBER & FRANZ (1997), foram considerados Uteis na investigacdo da pureza de materiais
plasticos reciclados. O polietileno reciclado de alta densidade, como o PET-PCR, apresentou
alto contetido de substancias migraveis que ndo estdo presentes em material virgem.

A Figura 61 indica que o componente que aparece nos flocos de garrafa PET-PCR na
Figura 58 a 7,4 min nada mais é do que &gua. Na Figura 63 é identificada a presenca de ftalato
de di-etila (DEP). Ftalatos com pesos moleculares relativamente baixos, como o0 DMP, o DEP
e o DBP, séo utilizados em solventes e em adesivos, tintas, cosmeticos, ceras, inseticidas,
produtos farmacéuticos e de uso pessoal (SONNENSCHEIN & SOTO, 1998).

A taxa de transferéncia dos ftalatos, a partir dos plésticos, para o0 meio (como
alimentos e materiais liquidos e gasosos) depende de diversos fatores, como: a concentracao
dos ftalatos no material, 0 tempo de estocagem produto em contato com o plastico, a
temperatura, 0 grau de agitacdo e a natureza do material, sendo que materiais gordurosos
tendem a absorver os ftalatos com mais facilidade (SCHETTLER, 2006).

E possivel observar na Figura 65 abaixo, a presenca de DEP até mesmo no
cromatograma do frasco de vidro para headspace (vial) vazio, ou seja, no frasco usado como
branco. Isto indica que o DEP, no presente estudo, pode néo ter vindo da embalagem de PET-
PCR, e sim de algo presente em todos os frascos utilizados nas anélises: o septo.

1400000
1300000{
1200000

1100000

Il

|
1000000 ‘|
soocco| | | Ftalato de di-etila

|; |

|
gooooo| |l
700000

|
sovooo| ||

24.627 i
500000 | : A
| I
BN o

400000 ; 520y

300000

200000 I I L

|
| e
‘- o
|

100000 {19 Al R

D= 1 T ' R R i EALIN T v v v T T
1.00 200 300 400 500 600 7.00 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 16.00 17.00 1800 15.00 2000 21.00 22.00 2300 24.00 2500 2600

Figura 65. Cromatograma por CG-EM de frasco vazio, indicando presenca de ftalato
de di-etila.

Na analise por CG-EM também apareceram etanol, 2-butenal e butanal (Figura 62). O
etanol é obtido da reducdo do acetaldeido. O 2-butenal, também chamado de crotonaldeido, é
produzido pela condensacéo aldolica do acetaldeido (KIELHORN, 2008). Esta presente em
uma variedade de produtos alimenticios, como azeite de soja, € é usado como precursor de
conservantes alimentares, como 4acido ascorbico e trimetil-hidroguinona (precursor da
vitamina E). O butanal é um aldeido, e pode ser assimilado pelo corpo por inalacdo dos
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vapores e pode obstruir as vias respiratorias. Causa irritacdo nos olhos e na pele (DUNLEVY,
2001).

A presenca de &cido linoleico e acido oleico na garrafa PET-PCR (Figura 63) sugere
que antes da reciclagem, estes oleos foram introduzidos nas garrafas ainda virgens, e que o
processo de lavagem ndo foi capaz de removeé-los.

Uma vez confirmada a presenca de acetaldeido nas embalagens de PET reciclado,
torna-se necessario saber o quanto deste contaminante pode migrar para a bebida envasada
nestas embalagens, tendo em vista que € um dos contaminantes mais carcinogénicos e
mutageénicos citados pela bibliografia referente ao PET.

4.2 Validacao dos Ensaios de Migracao
4.2.1 Linearidade e curva analitica

A avaliacdo da linearidade e a confeccdo das curvas analiticas, para cada simulante
(Figuras 66 e 67), foram realizadas através do método dos minimos quadrados ordinérios
(MMQO). Para a utilizacdo do MMQO, devem-se efetuar alguns testes de modo a confirmar
as premissas do método. As premissas devem ser satisfeitas, caso contrario, 0 MMQO néo
pode ser realizado. Estas se relacionam aos residuos da regressdo e dizem respeito a testes de
normalidade, independéncia, homogeneidade dos residuos, além da analise de regressao e
desvio da linearidade dos residuos, que foram realizados inicialmente. Os valores aberrantes
foram analisados previamente. A cada excluséo, os testes eram novamente executados. A
metodologia consta no item 3.9.1.
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Figura 66. Curva analitica de acetaldeido em agua (Concentragdo x Absorvancia)
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Figura 67. Curva analitica de acetaldeido em acido acético a 3% (Concentracdo X
Absorvancia)

Tratamento de

valores aberrantes

ApoGs realizacdo do teste de residuos padronizados Jacknife, alguns dados foram
rejeitados (vide Figuras 68 e 69), permanecendo dentro do limite de 22,2% das mensuracgdes
estabelecido por HORWITZ (1995). O MMQO assim como a identificacdo de valores
aberrantes eram recalculados a cada rejeicao de dados.
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Figura 68. Grafico exploratorio dos residuos da regressdo da curva analitica de

acetaldeido em agua
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Figura 69. Gréfico exploratdrio dos residuos da regressao da curva analitica de
acetaldeido em &cido acético a 3%

Teste de normalidade dos residuos

As figuras 66 e 67 demonstram que os dados seguem a distribuicdo normal. 1sso pode
ser constatado de duas formas. Uma pelo coeficiente de correlagdo Ryan-Joiner (teste Ryan-
Joiner). O coeficiente de correlacdo calculado para a curva da Figura 66 (AA em agua) foi
0,98, e para a curva da Figura 67 (AA em &cido acético 3%) foi também 0,98. Ambos foram
superiores ao valor critico estabelecido: 0,93 (AA em agua) e 0,94 (AA em acido acético 3%)
(o = 0,05), ndo havendo razdes para rejeitar a hipotese nula de que os dados seguem a
distribuicdo normal.

Teste de homogeneidade das variancias dos residuos da regressao

O teste de Levene adaptado por Brown-Forsythe para avaliar a homogeneidade das
variancias dos residuos foi realizado. As estatisticas de analise sdo os valores de t, e a
significancia p . O valor de t, calculado para a curva de AA em agua foi igual a 0,193 e, para
a curva de AA em acido acético a 3% foi igual a -0,968. Ambos foram inferiores ao t,
tabelado de 2,20 e 2,16, respectivamente. A significancia p calculada foi 0,850 e 0,351 (em
agua e em acido acético a 3%, respectivamente), superiores a significancia 0,05. Como 0s
valores de t, e da significancia p calculados satisfizeram os critérios, € aceita a hipotese

nula de que as variancias dos residuos da regressdo sdo constantes e conclui-se que héa
homogeneidade das mesmas.

Teste de independéncia dos residuos

A independéncia dos residuos foi avaliada pelo teste de Durbin-Watson. A estatistica
do teste é o valor de d, inferiores ou superiores. O valor de d calculado para a curva de AA
em agua foi igual a 2,43; e para a curva de AA em acido acético 3% foi igual a 2,99, ambos
acima dos valores criticos para d, e d, respectivamente, 1,01 e 1,34 (a = 0,05), no caso do
simulante &gua; e 1,08 e 1,36 (a = 0,05), para o simulante acido acético 3%. Portanto, a
hipotese nula ndo foi rejeitada e se confirmou a independéncia dos residuos da regresséo. As
Figuras 70 e 71 representam graficamente a independéncia dos residuos da regressao.
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Figura 70. Gréafico de Durbin-Watson da curva analitica (e, x e, ;) de AA em &gua
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Figura 71. Gréafico de Durbin-Watson da curva analitica (e; x e, ;) de AA em acido

acético a 3%

Analise de variancia dos residuos da regressao e desvio da linearidade

A regressdo linear bem como o ajuste ao modelo foi confirmada através da ANOVA.

Os dados sdo apresentados nas Tabelas 7 e 8.

79



Tabela 7. Resultados da analise de variancia para significancia da regressao e desvio
de linearidade (o = 0,05) para AA em agua

FV GL SQ QM F p Significancia
Regressdo 1 966x10° 966x10° 1,14x10° 1,85x10%  p<0,001
Residuos 11  9,33x10* 848x10°
Ajuste 3 335x10" 1,12x10 1,49 2,89 x 10* p>0,05
Erro puro 8 598x 10*  7,48x10°
Total 12 9,76 x 10-2

Tabela 8. Resultados da analise de variancia para significancia da regressao e desvio
de linearidade (o = 0,05) para AA em acido acético

FV GL SQ QM F p Significancia
Regressao 1 4,95E-01 495E-01 6,34E+04  2,31E-25 p < 0,001
Residuos 13 1,02E-04 7,81E-06
Ajuste 3 8,84E-06 2,95E-06  3,18E-01 8,12E-01 p > 0,05
Erro puro 10 9,27E-05 9,27E-06
Total 14 4,95E-01

Regressdes significativas (p < 0,001) e o ajuste ao modelo linear (p > 0,05) foram
observados nos testes de F. Ao final, a linearidade do método foi comprovada na faixa de
trabalho de 4,437 a 10,358 mg/L, para acetaldeido em agua, e 3,150 a 9,412 mg/L para
acetaldeido em acido acético. As equacdes finais de regressdo foram: y = 0,0535 + 0,039x, e y
=0,0133 + 0,082x, respectivamente, sendo y a absorvancia do composto resultante da reacéo

quimica com HBA, e x a concentra¢do do acetaldeido na solugdo.

Uma questdo que pode ser discutida é o fato de que na curva analitica de acetaldeido
em acido acético (Figura 67), ao se considerar os 07 niveis equivalentes aos 07 pontos de
concentracdo diferentes de acetaldeido (1,5; 3,0; 4,5; 6,0; 7,5; 9,0; 10,5), ocorre desvio de
linearidade, existindo autocorrelacdo dos residuos: d<dL (a = 0,05), assim, ndo sendo
aprovada na avaliacdo de linearidade. Ao reduzirmos para 05 niveis, retirando os valores das
extremidades (o primeiro e o Gltimo) a curva analitica deixa de ter desvio de linearidade,
passa a ndo existir mais autocorrelacdo dos residuos, e a curva é aprovada.

Como a curva analitica s6 pode ter pontos iguais ou maiores que o limite de
quantificacdo, na curva de AA em agua (Figura 66) também houve reducdo do numero de
niveis de concentracdo, chegando a 05 niveis. O limite de quantificacdo de AA em &gua
passou a ser 2,10 mg/L, e os niveis de concentracdo (faixa de trabalho) ficou restrito a 4,437
mg/L — 10,358 mg/L.

A curva analitica de acetaldeido em agua também foi sendo reduzida em niveis de
concentracgdo até que o limite de detecéo

4.2.2 Confirmacéo

Através de CG acoplada a EM foi identificado pico de acetaldeido nos cromatogramas
de amostras de garrafa PET-PCR, e confirmada a presenca de acetaldeido (Figura 62), para
definir se realmente poderia se utilizar as garrafas supracitadas, nos ensaios de migracao
posteriores. O pico molecular apresentado no fragmentograma (Figura 64) foi 0 m/z 44 com
fragmentos base 29 e 43, confirmando ser o acetaldeido.
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O acido 4-hidrazinobenzdico (HBA) mostrou-se especifico para compostos
carbonilicos (PEREIRA et al, 2004). Os aldeidos reagem com o HBA e formam hidrazonas
detectaveis a 290 nm. E um método que apresentou sensibilidade, simplicidade, oferecendo
seletividade para identificacdo e quantificagdo do acetaldeido, conforme apresentado nas
curvas analiticas das Figuras 66 e 67.

4.2.3 Limites de deteccdo e quantificacao

As Figuras 72 e 73 ilustram e demonstram a metodologia utilizada para a estimativa
dos limites. As curvas analiticas de equagdo y = 0,0535 + 0,039x (de AA em 4gua) e y =
0,0123 + 0,0807 foram utilizadas para a determinacdo dos limites. As linhas vermelhas
indicam os limites superiores e inferiores do intervalo de confianga.

Intervalo de Confianca da Reta
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0,2000 -

0,1500

0,1000

00500 [~
72 2,10

0,0000 - = L T T

Figura 72. Determinacgéo dos limites de deteccdo e quantificagdo a partir da curva de
calibracdo de acetaldeido em dgua (STATSOFT, 2004)
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Figura 73. Determinacgéo dos limites de deteccdo e quantificacdo a partir da curva de
calibracdo de acetaldeido em acido acético a 3% (STATSOFT, 2004)
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4.3 Resultados das amostras

Os ensaios realizados através de garrafas PET-PCR de 500 mL, com os simulantes
agua e &cido acético 3% aproximam-se da realidade de armazenamento e transporte das

bebidas ndo-alcoolicas, antes de chegarem ao consumidor.

O primeiro teste de migracdo foi feito com trés garrafas PET-PCR contendo agua

desionizada, colocadas em estufa a 40°C, por 10 dias, para simular o tempo de prateleira em

ambiente sem refrigeracdo, em lugares de clima quente. Apés esse periodo, aliquotas dos
simulantes foram retiradas das garrafas, e adicionadas em tubos de ensaios, para ocorrer a
reacdo quimica com HBA, e assim produzir um tipo de hidrazona capaz de ser lido e
quantificado em espectrofotdbmetro. Na Figura 74 encontra-se a ilustracdo de onde ocorreram

as reacoes.

Figura 74. Tubos de ensaio contendo o produto da reacdo entre o simulante dgua, ap6s

condicionamento na garrafa PET-PCR, HBA trabalho e agua tipo I, para
formacéo de hidrazona ap6s 15 min de reacao.

Os resultados obtidos da reacéo citada acima estdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9. Absorvancia de amostras de agua em garrafas PET-PCR, em condicdo que
simula armazenamento (40° por 10 dias).

Pratica (HBA + PET com agua) 10 dias a 40°C

Amostra

Garrafa 1
Garrafa 2
Garrafa 3

Abs
290 nm
0,008
-0,023
0,015

Abs
290 nm
-0,001
0
0,008

Abs
290 nm
-0,008
-0,008
0,023

Conc.

mg/L
<LD
<LD
<LD
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Os dados acima indicam que ainda que a agua estivesse em contato com a garrafa
PET-PCR por tempo prolongado (10 dias), em temperatura elevada (40°C), ndo houve
migracao de acetaldeido. As concentracdes apresentadas na Tabela 9 estdo abaixo do limite de
deteccdo.

Na simulacdo de transporte, em dias quentes, onde 3 garrafas PET-PCR, contendo
também agua desionizada, foram colocadas na estufa a 60°C, por 4h, os resultados obtidos
foram os apresentados na Tabela 10.

Tabela 10. Absorvancia de amostras de d&gua em garrafas PET-PCR, em condicédo que
simula transporte (60° por 4 h).

Pratica (HBA + PET com &gua) 4h a 60°C

Amostra Abs Abs Abs Conc.

290 nm 290 nm 290 nm mg/L
Garrafa 1 -0,006 -0,013 0,007 <LD
Garrafa 2 0,021 0,021 0,021 <LD
Garrafa 3 -0,013 0 -0,014 <LD

Os dados da Tabela 10 revelam que também ndo houve migracao, ou pelo menos esta
abaixo do limite de deteccdo, de acetaldeido da embalagem PET-PCR para a agua em
temperatura elevada (60°), num periodo relativamente curto, mas proximo do tempo que um
caminhdo distribuidor de bebidas levaria para chegar aos pontos de venda.

Repetindo esses testes de migracdo com o simulante de refrigerantes e sucos de fruta
(&cido acético 3%), foram obtidos os resultados que se encontram nas Tabelas 11, referente as
garrafas que ficaram em estufa a 40°C, por 10 dias; e na Tabela 12, referente as garrafas que
ficaram em estufa a 60°C, por 4h.

Tabela 11. Absorvancia de amostras de acido acético 3% em garrafas PET-PCR, em
condicdo que simula armazenamento (40°C, 10 dias).

Préatica (HBA + AA em &cido acético) 10 dias, 40°C

Amostra Abs Abs Abs Conc.

290 nm 290 nm 290 nm mg/L
Garrafa 1 -0,014 -0,015 -0,014 <LD
Garrafa 2 -0,009 -0,006 -0,006 <LD
Garrafa 3 -0,01 -0,008 -0,01 <LD

Tabela 12. Absorvancia de amostras de acido acético 3% em garrafas PET-PCR, em
condic¢do que simula transporte (60°C, 4h).

Pratica (HBA + AA em acido acético) 4h, 60°C

Amostra Abs Abs Abs Conc.

290 nm 290 nm 290 nm mg/L
Garrafa 1 0,009 0,008 0,009 <LD
Garrafa 2 0,01 0,011 0,009 <LD
Garrafa 3 0,016 0,016 0,015 <LD
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As Tabelas 11 e 12 mostram que também ndo houve migracdo significativa de
acetaldeido no simulante acido acético a 3% nas condi¢Ges de armazenamento e transporte,
pois a concentracdo obtida esta abaixo do limite de detec¢cdo (LD).

Os resultados da situacdo hipotética, que seria armazenamento a 60°C por 10 dias, para
verificar quando ocorre a migracao de acetaldeido para a bebida ndo-alcodlica, encontram-se
na Tabela 13.

Tabela 13. Absorvancia da solucdo de agua com a acetaldeido, a 6 ppm, em condigdes
extremas: 60°C, por 10 dias.

Préatica (HBA + AA em 4gua) 10 dias, 60°C
Abs Abs Abs  Conc.

Amostra 200 nm 290 nm 290 nm mg/L
H,0 1 0431 0421 043 9,29
H,0 2 0412 0389 038 847
H,0 3 0,402 0445 0445 937

ACETALDE[DO 6 ppm - Garrafal 0,545 0,658 0,577 13,36
ACETALDEIDO 6 ppm - Garrafa2 0,577 0,554 0,524 12,34

O uso de condicdes extremas (60°C, por 10 dias) levou a um acentuado aumento na
migracdo de acetaldeido para o contelido da garrafa. A concentracdo de acetaldeido nas duas
solucdes de agua e acetaldeido, a 6 ppm (6 mg/L), praticamente dobrou (13,36 e 12,34 mg/L).
E nas amostras contendo apenas agua, a concentracdo de acetaldeido ficou em torno de 9,0
mg/L, estando bem acima do limite de migracdo estabelecido pela Comissao de Diretiva da
Unido Européia (EC, 2002), que é de 6,0 mg/L.

EBERHARTINGER et al (1990) ja havia observado a migracdo de acetaldeido de
garrafas PET para refrigerantes, contendo &cido carbénico. Eles viram que a 40°C a difusdo de
AA a partir do PET atingia um nivel constante a partir de 4 dias, sendo 10% do valor residual
de AA. Aumentando a temperatura com 20°C a mais, este nivel aumentou para 50%. Em suas
analises de AA em refrigerantes contendo acido carbénico, observaram que a migracdo de AA
ndo foi suficiente para alterar o gosto dos refrigerantes, porém houve um efeito negativo em
agua mineral e soda quando expostas a altas temperaturas (mais de 40°C) por um longo
periodo.

A presenca de AA no PET-PCR e sua migracdo para a bebida, em condicdes extremas,
fazem despertar para a necessidade de monitorar e fiscalizar a producao dessas garrafas, a fim
de minimizar o risco a saude advindo do uso frequente deste tipo de embalagem.

Outros estudos tém apresentado os efeitos toxicoldgicos de substancias quimicas que
migram para bebidas acondicionadas em garrafas PET. EVANDRI et al. (2000) verificaram o
efeito toxicologico de substancias quimicas que migraram para agua mineral acondicionada
em garrafas PET sob diferentes condi¢des de armazenamento (a 40°C no escuro, a 25°C com e
sem exposicdo a luz solar), usando o teste com Allium cepa. Os resultados revelaram que as
substancias quimicas migradas induziram aberragdes citogenéticas independentemente das
condigdes de estocagem, as quais foram evidenciadas ap6s oito semanas de armazenamento e
portanto, dentro do prazo de validade do produto.

De FUSCO et al. (1990) ja haviam realizado ensaio de mutagenicidade em agua
mineral acondicionada em garrafas PET sob diferentes condi¢cbes de armazenamento (no
escuro e expostas a luz solar, em diferentes periodos de tempo), usando o teste de Ames. Os
resultados mostraram atividade mutagénica na agua mineral estocada por 1 més, que foi
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atribuida a presenca de substancias quimicas que migraram da embalagem de PET para a agua
mineral.

WAGNER & OEHLMANN (2010) confirmaram que a atividade estrogénica das
garrafas de PET que embalam &gua foi aproximadamente duas vezes mais alta que a dos
produtos das garrafas de vidro. Isto aumentou a hipotese de que a estrogenicidade foi causada
por substancias quimicas que migraram da embalagem pléstica.

Assim como estudos anteriores, 0 presente trabalho confirma a presenca de
acetaldeido nas embalagens PET, tanto virgens quanto recicladas, apresentando uma
metodologia simples e pratica para determinacdo da migracdo daquele contaminante em
bebidas ndo-alcodlicas.

85



5 CONCLUSAO

O meétodo por reacdo quimica com HBA, desenvolvido e testado para deteccdo e
quantificacdo da migracdo de acetaldeido para simulantes de bebidas néo
alcodlicas foi considerado adequado ao propdsito. Os parametros avaliados como
faixa de trabalho, linearidade, confirmacdo, limites de deteccdo e quantificacdo
apresentaram resultados satisfatorios. A linearidade foi comprovada nas faixas de
concentragdo: 4,437-10,358 mg/L, para o simulante agua; 3,150-9,412 mg/L para
o simulante &cido acético. O limite de deteccdo e quantificacdo estabelecidos
foram de: 0,718 mg/L e 2,10 mg/L respectivamente, para acetaldeido em &gua;
0,093 mg/L e 0,279 mg/L respectivamente, para acetaldeido em &cido acético. Um
estudo de validacdo mais completo para as metodologias sugeridas se faz
necessario.

Garrafas PET pds-consumo recicladas, destinadas ao acondicionamento de agua
mineral, sucos e refrigerantes foram avaliadas quanto a migracdo de acetaldeido.
Nas condicdes de armazenamento, 10 dias a 40°C, e nas condi¢des de transporte,
4h a 60°C, ndo houve migracao quantificavel de acetaldeido, tanto em simulante
agua quanto em simulante acido acético 3%. Porém, em situacdo extrema,
considerando armazenamento por 10 dias, a 60°C, houve elevada migracdo de
acetaldeido para o simulante, ultrapassando o limite de migracao estabelecido pela
legislacdo, que € de 6,0 mg/L.

Os resultados das andlises de garrafas PET-PCR favorecem a aplicacdo da Lei
Federal n° 12.305, sancionada no dia 02 de agosto de 2010, que institui a Politica
Nacional de Residuos Sélidos (PNRS). Ao provarem que ndo ha migracdo de
acetaldeido, contaminante de alta toxicidade, da garrafa PET pG6s-consumo
reciclada para as bebidas, empresas e fabricantes do ramo poderdo se sentir
estimulados a adotarem a logistica reversa de garrafas PET, embora seja prudente
a realizacao de estudos que investiguem uma possivel migracéo de outros tipos de
contaminantes.

Este estudo proporciona, através das analises e testes, elementos importantes para
atividades préticas em laboratorio, tais como: o 4&cido 4-hidrazinobenzoico
apresentou estabilidade e condicdes de ser usado em reagdes apos 24h de preparo;
0 acetaldeido, por ser muito volétil, espalha pelo ar e contamina o ambiente de
trabalho, contaminando por consequéncia, outros solventes e reagentes, e assim
interferindo no resultado de analises que fazem uso de headspace acoplado a
cromatdgrafo a gés e detector por ionizacdo em chama; o septo de frascos de vidro
proprios para analise em headspace (vial) liberam ftalato de di-etila durante o
aquecimento do forno; o0s solventes N,N-dimetilformamida e N,N-
dimetilacetamida ndo sdo bons extratores de acetaldeido a partir de materiais de
poli(tereftalato de etileno); agua € detectavel em cromatografia gasosa, tanto com
detector por ioniza¢do em chama quanto por espectrometria de massas.

No presente estudo as garrafas PET pds-consumo recicladas (PCR), que passaram
pelo processo bottle-to-bottle, mostraram-se aptas para uso e liberadas para o
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contato direto com bebidas ndo-alcoolicas, sem oferecer o risco de migragédo de
acetaldeido para as bebidas. No entanto, € necesséario ter cuidado com o
armazenamento destas garrafas, evitando-se periodos muito longos de contato
com o alimento (10 dias ou mais), e evitando a exposicdo das mesmas em
ambientes quentes, com temperaturas elevadas (60°C). Além disso, outros estudos
capazes de garantir auséncia de migragdo de outros possiveis contaminates sdo
necessarios.
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6 RECOMENDACOES DE PESQUISA

Nutricionalmente, através da ingestdo de antioxidantes, é possivel proteger o
organismo da acao toxica de algumas substancias quimicas, incluindo o acetaldeido.

O licopeno se mostrou um agente antioxidante bastante eficaz aos danos provocados
pelo acetaldeido na membrana plasmatica e no DNA dos fibroblastos, diminuindo os niveis de
lipoperoxidacdo e consequentemente fragmentacdo (GARCIA, 2010). O licopeno é um
carotendide sem a atividade pro-vitamina A, lipossolivel, composto por onze ligacGes
conjugadas e duas ligacbes duplas ndo conjugadas. Atualmente é considerado como o
carotendide que possui a maior capacidade seqliestrante do oxigénio singlete, possivelmente
devido a presenca das duas ligacGes duplas ndo conjugadas, o que lhe oferece maior
reatividade (KRINSKY, 2001; DI MASCIO et al, 1989). E o carotendide predominante no
plasma e nos tecidos humanos, sendo encontrado em um nimero limitado de alimentos de cor
vermelha (COSTA & MONTEIRO, 2009).

Tomates e derivados aparecem como as maiores fontes de licopeno (DJURIC &
POWELL, 2001). O tomate cru apresenta, em média, 30 mg de licopeno/kg do fruto; o suco
de tomate cerca de 150 mg de licopeno/litro; e o catchup contém em média 100 mg/kg. Outras
fontes de licopeno séo a goiaba vermelha e melancia (SHAMI & MOREIRA, 2004).

Voluntarios saudaveis (3 homens e 3 mulheres) receberam 150 mL de suco de tomate,
contendo 0 a 100 mg/kg L-metionina (aminoacido sulfurado), a noite, e as 8h do dia seguinte
0s voluntarios receberam L-metionina (0 ou 100 mg/kg) em suco de tomate contendo frutose
(350 mg/kg). Uma hora depois, na manhd, ap6s a dose de metionina ou placebo, os
participantes receberam 0,59 de etanol/kg. Amostras da respiragdo foram coletadas em
diferentes momentos. Aqueles que ingeriram metionina exibiram cerca de 22% de reducdo
nos niveis de acetaldeido (TABAKOFF et al, 1989).

Diante dos riscos da presenca de acetaldeido no ar, nas embalagens e em alimentos,
analisar o grau de protecdo que micronutrientes, como o licopeno, podem oferecer ao
organismo seria de grande relevancia cientifica.

Propde-se avaliar através de ensaio cometa a concentracdo de acetaldeido com sua
atividade genotoxica, e em paralelo estabelecer a atividade anti-genotéxica do licopeno em
relacdo ao acetaldeido, também por ensaio cometa. Este ensaio poderia proporcionar um bom
prognostico para identificar possiveis substancias genotdxicas e com potencial carcinogénico
em animais, incluindo em humanos, pois detecta danos nas fitas de DNA (OZAKI et al,
2004).

Outro ensaio, que também poderia ser empregado, € 0 ensaio de microndcleo in vitro
em células sanguineas humanas ou em células CHO, ou V79 (células pulmonares de
hamsteres chineses), que detecta a presenca de micronucleos no citoplasma das células, e que
sdo provenientes de fragmentos de cromossomos ou de perda de cromossomos durante a
divisdo celular (MONTEITH, & VANSTONE, 1995). Neste segundo ensaio pode-se usar 0
mesmo procedimento de tratamento descrito para o cometa.
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