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RESUMO

A melamina é um composto organico nitrogenado, utilizada na producédo de
diversos tipos de produtos, como adesivos, finalizadores de papel, compostos de
moldagem e resinas para a producao de plasticos. Devido as suas caracteristicas
de resisténcia térmica e mecéanica a melamina tornou-se amplamente utilizada na
producao de utensilios domésticos que entram em contato com alimentos. Segundo
diversos estudos, quando ingerida em certa quantidade, a melamina pode causar
danos a saude do consumidor, e por isso vem sendo alvo de estudos para avaliar
a sua migracao para os alimentos. Ha legislacdes nacionais e internacionais que
determinam os limites especificos permitidos de migracdo em 2,5 mg kgt O
objetivo do estudo foi avaliar, através de método desenvolvido e validado de
cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas
sequencial (UPLC-MS/MS), a quantidade de melamina migrada e seus analogos
em diferentes utensilios domésticos a base de melamina, importados e
comercializados no Brasil. Para o estudo da migracao foi utilizado o simulante
acido, solucéo de 3% de &cido acético em agua destilada e a condi¢do de contato
de 70°C por 2 horas. Dentre as 14 amostras avaliadas, 11 delas apresentaram a
migracdo de melamina, estando apenas 2 destas, dentro dos limites de migracao
especifica estabelecidos na legislacdo brasileira, 2,5 mg kg*. Os compostos
amelina, amelida e &cido cianurico apresentaram migracdo em 9 amostras em
niveis bem inferiores quando comparados a melamina. O estudo demonstrou que
as condicbes acidas e de temperaturas elevadas influenciam diretamente na
migracdo dos compostos. Esse estudo € o primeiro realizado com amostras de
melamina-formaldeido comercializadas no Brasil, e indicam a importancia da
fiscalizacdo na importacao de utensilios domésticos para evitar e reduzir os riscos

a saude da populacéo.
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ABSTRACT

Melamine is a nitrogenous organic compound which is used in the production of
various products, such as adhesives, paper finishers, molding compounds and
resins for the production of plastics. Due to its thermal and mechanical resistance
characteristics, the melamine has become widely used in manufacturing of
household items that come into contact with food. According to several studies,
when ingested in a certain amount, melamine can cause damage to the consumer's
health, so it has been the subject of studies to evaluate its migration to food. There
are national and international legislation that establish the specific migration limit of
2,5 mg kg of food or simulant. The aim of study was to assess, through the method
developed and validated of ultra performance liquid chromatography tandem mass
spectrometry (UPLC-MS/MS), the amount of migrated melamine and its analogues
in different melamine-based domestic kitchenware imported and commercialized in
Brazil. For the migration study the acid simulant, solution of 3% of acetic acid in
distilled water and the contact condition of 70°C for 2 hours were used. Among the
14 samples evaluated, 11 of them showed melamine migration and only two of them
were in compliance with the Brazilian specific migration limit, 2,5 mg kg*. The
compounds ammeline, ammelide and cyanuric acid showed migration in 9 samples
at much lower levels when compared to melamine. The study demonstrated that
acidic conditions and high temperatures directly influence the migration of
compounds. This study was the first carried out with samples of melamine-
formaldehyde commercialized in Brazil, and it indicates the importance of the
importation inspection of domestic utensils to avoid and reduce the risks to the
health of the population.

Keywords:

Melamine; Ammeline; Ammelide; Cyanuric Acid; Kitchenware.
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

CEN - European Committee for Standardization

CONTAM -The Panel on Contaminants in the Food Chain

EFSA - European Food Safety Authority

EN - European Standard

FDA - Food and Drug Administration

IARC - International Agency for Research on Cancer

IDA - Ingestao Diaria Aceitavel

HPLC - cromatografia liquida de alta eficiéncia, do inglés, high performance liquid
chromatography.

HPLC-UV - cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de ultravioleta, do
inglés, high performance liquid chromatography with an ultraviolet detector

LC - cromatografia liquida, do inglés, liquid chromatography

LC-MS/MS - cromatografia a liquida acoplada a espectrometria de massas
sequencial, do inglés, liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry
LD - limite de deteccao

LME - limite de migracao especifica

LQ - limite de quantificacéo

M - molar (1 mol/L)

mM - milimolar (1 mmol/L)

MERCOSUL - Mercado Comum do Sul

MS - espectrometria de massas, do inglés, mass spectrometry

MS/MS - espectrometria de massas sequencial, do inglés, tandem mass
spectrometry

m/v - massa/volume

NaOH - hidroxido de sédio

RASFF- Rapid Alert System for Food and Feed

UV - ultravioleta, do inglés, ultraviolet

UHPLC - cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia, do inglés, ultra high

performance liquid chromatography



UPLC-MS/MS - cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria
de massas sequencial, do inglés, ultra performance liquid chromatography - tandem
mass spectrometry

v/v - volume/volume



1. INTRODUCAO

A melamina € muito utilizada na producdo de utensilios domésticos como
pratos, colheres, copos e tigelas a base de melamina e formaldeido, que entram
em contato direto com alimentos, devido a sua significativa resisténcia mecanica,
resisténcia a temperatura, além de ter baixo custo e facil producéo. A resina de
melamina é usada também para reticular resinas poliéster, acrilico e epoxi
utilizadas em superficies e revestimentos (BRADLEY et al., 2010).

A melamina ja foi objetivo de diversas pesquisas devido ao seu emprego
em fraudes de produtos lacteos e, também, na alimentacdo animal, com o intuito
de alterar a quantidade de proteina presente nestes produtos. ISso porque a
molécula da melamina € composta de, aproximadamente, 66% de nitrogénio,
principal determinante em analises de proteina. Essas pesquisas identificaram
riscos a saude humana e animal, tais como maleficios aos rins e outros 6érgaos,
causando graves problemas a saude, os quais podem acarretar o 6bito (registrado
com criangas na China) (ROVINA,; SIDDIQUEE, 2015).

Em 2010 a EFSA - European Food Safety Authority (EFSA, 2010) a pedido
da Comissédo Europeia identificou as fontes potenciais de melamina e de seus
analogos estruturais acido cianurico, amelina (2,6-diamino-1H-1,3,5-triazin-4-ona)
e amelida (6-amino- 1,3,5-triazina-2,4(1H,3H)-diona) em alimentos e ragdo animal
gue ndo estavam claramente relacionadas a incidentes de adulteracdo. Os
materiais para contato com alimentos foram identificados e incluidos como
possiveis fontes de melamina em alimentos e foi estimada a exposi¢ao alimentar
dos consumidores associada a esse monomero.

Dependendo do processo de purificacdo, a melamina pode conter
diferentes niveis de substancias estruturalmente relacionadas, como &cido
cianurico, amelina e amelida. A melamina ndo apresenta toxicidade sistémica, mas
€ capaz de se complexar com outras substancias, como o acido urico endégeno ou
substancias relacionadas a melamina para formar cristais na urina, que causam
danos aos rins.

A partir dos dados toxicologicos disponiveis o painel CONTAM (Panel on
Contaminants in the Food Chain da EFSA) estabeleceu uma ingestdo diaria



aceitavel (IDA) de 0,2 mg kg de peso corporal/dia para a melamina. Esta IDA é
considerada apropriada para bebés, exceto para aqueles nascidos
prematuramente que tém niveis mais elevados de &cido Urico urinario e maior
imaturidade da funcéo renal. No entanto, a IDA para melamina ndo sera aplicavel
se houver exposi¢cdo concomitante a acido ciandrico, amelida ou amelina devido ao
potencial aumento para a formacéao de cristais urinarios (EFSA, 2010).

Em 2010, o limite de migracdo especifica de melamina na Unido Europeia
estava estabelecido em 30 mg kg' de alimento ou simulante e frente a essa
avaliacdo da EFSA, a Comissédo Europeia reduziu esse limite para 2,5 mg kg de
alimentos ou simulante (EUROPEAN COMMISSION, 2011).

A legislagéo brasileira possui uma Resolugdo RDC n. 56/12 na qual estipula
o0 mesmo limite de migracdo especifica (LME) para a melamina sendo a quantidade
maxima de transferéncia permitida de 2,5 mg kg em alimento ou simulante (Brasil,
2012). Para o acido cianurico, amelida e amelina a legislacdo de materiais para
contato com alimentos nao estabelece limites, tanto na Unido Europeia como no
Brasi/MERCOSUL.

A metodologia de analise utilizando a cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplado ao detector de massas vém se tornando um método mais eficaz
na determinacdo da melamina e seus analogos pois sdo mais sensiveis e exatos
do que comparados ao método convencional de HPLC com detector UV descrito
no método Europeu CEN/TS 13130-27 (COMITE EUROPEU, 2005).

Desta forma, este estudo visou realizar os testes com o método
convencional europeu, mas devido aos resultados pouco reprodutiveis em relacéo
ao tempo de retencao, realizou-se o desenvolvimento e a validacdo de um novo
método utilizando o equipamento UPLC-MS/MS de modelo Ultra Performance
Waters Acquity, o qual se mostrou ser mais especifico e sensivel na determinacao
de todos os compostos de interesse.

No Brasil sdo largamente utilizados utensilios de cozinha a base de
melamina, sejam eles fabricados no pais, ou importados. Porém, até hoje néo se
tem dados sobre o potencial de migracdo da melamina e seus anélogos para
alimentos nas diversas condi¢des de uso. Em vista dessa auséncia de dados, essa
pesquisa teve o objetivo de investigar e quantificar a migracdo de melamina e seus

analogos em diferentes tipos de utensilios comercializados no Brasil.



2. OBJETIVOS

O presente estudo visou avaliar o potencial de migracdo de melamina e
seus analogos em utensilios domésticos importados comercializados no Brasil uma
vez que nado foram encontrados utensilios fabricados no Brasil. O potencial foi
avaliado considerando as condi¢cfes de temperatura reais de uso incluindo o uso
repetido. As analises foram realizadas por cromatografia liquida de ultra eficiéncia

(UPLC) acoplado ao espectrometro de massas sequencial.
OBJETIVO PRINCIPAL

e Avaliar o potencial de migracdo da melamina e seus analogos

(amelina, amelida e &cido cianurico) em utensilios domésticos.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolvimento e a validagao de um método simultdneo adequado
para a determinagéo de migracao de melamina, amelina, amelida e
acido cianurico;

e Selecionar e avaliar os utensilios domésticos disponiveis no
mercado brasileiro;

e Conduzir os ensaios de migracao especifica, considerando uso
repetido;

e Avaliar o potencial de migracdo de melamina, amelina, amelida e
acido cianurico;

e Analisar os resultados baseando-se no limite de migracéo especifica
permitido pela legislacdo brasileira/MERCOSUL para determinar se

as amostras estao dentro do limite permitido.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A melamina (2,4,6-triamina-1,3,5-triazina) € uma triamina heterociclica que

contém em sua estrutura trés grupos amina. Ela foi desenvolvida na década de

1830 pelo quimico aleméo Liebig, através do aquecimento de tiocianato de potassio



com cloreto de aménio, porém, atualmente este composto organico é produzido
através da uréia (QUIROS et al., 2019).

E utilizada na sintese de resinas melamina-formaldeido produzindo um
plastico termofixo denominado ‘melamina’ ou ‘melaware’ (Figura 1). As aplicacbes
tipicas de melaware sao para diversos fins, como a producao de finalizadores de
papel, compostos de moldagem, tecidos, adesivos e, principalmente, na producéo
de plastico. Dentre os que entram em contato com alimentos, estdo as canecas,

tigelas, xicaras, pratos e outros utensilios de cozinha infantis (EFSA, 2010).
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Figura 1 — Polimero de melamina-formaldeido (Fonte - EFSA, 2010)

A melamina esta muito presente em utensilios domésticos que entram em
contato com alimentos. Essa vasta utilizacdo se da pelo fato de que suas
propriedades se adequam as necessidades desse nicho de mercado, pois ela
garante boas propriedades ao produto final, tais como resisténcia a altas
temperaturas, facil moldagem, oferecem grande diversidade a producdo e também
agregam pouco peso ao produto e conferem alta resisténcia mecanica.

No ano de 2008 foi descoberta na China uma enorme fraude na industria
de produtos lacteos, através da adicao de melamina ao leite, com o intuito de forjar
0S niveis proteicos do produto, uma vez que o principal método de determinacao
de proteina (método de Kjeldahl) é baseado na quantidade de nitrogénio presente
na amostra. Com a adicdo da melamina, molécula na qual apresenta
aproximadamente 66% de nitrogénio, os resultados de proteina do leite adulterado
foram significativamente altos, o que agregou valor nutricional ao produto. Porém,

essa fraude trouxe consequéncias a saude dos consumidores, e foi relatado que a



melamina e seus metabdlitos, em niveis muito altos no organismo, geraram a
producao de cristais nos rins, causando sérios danos a saude e podendo levar ao
Obito, como foi registrado com seis criancas chinesas (ROVINA; SIDDIQUEE,
2015). A partir desse episodio os estudos com melamina foram intensificados.

A melamina é rapidamente absorvida no trato gastrointestinal e
rapidamente excretada do corpo, com meia-vida de 4-5 horas no rato e no macaco
Rhesus. Para o &cido cianurico as informacdes disponiveis sdo limitadas, mas
também indicam absor¢cdo e eliminagdo rapida através da urina com pouca ou
nenhuma biotransformacéo. Para a amelina e a amelida ainda existem poucas
informacdes disponiveis (EFSA, 2010).

O potencial de melamina para formar cristais € aumentada pela exposicéo
concomitante ao acido cianurico. A co-exposi¢cdo a melamina e ao acido cianarico
em gado, peixes, animais de estimacdo e animais de laboratério mostrou maior
toxicidade em comparacdo com melamina ou acido ciandrico isoladamente, devido
a formacao de cristal renal. H4 evidéncias limitadas de que a amelida e a amelina
também podem formar cristais com a melamina (EFSA, 2010). As informacdes
atualmente disponiveis ndo permitem a identificacdo de um fator pelo qual a
toxicidade é aumentada pela co-exposi¢cdo da melamina com seus analogos. A
Figura 2 apresenta as estruturas moleculares da melamina, amelina, amelida e

acido ciandurico.
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Figura 2 - Estruturas moleculares de melamina, amelida, amelina e &cido cianurico (Fonte
- Benvenuti e O’Connor (2007).



Estudos de Migracéao

Diversos estudos na literatura apresentam analises da migracdo da
melamina presente em utensilios domeésticos para alimentos. Estes séo recipientes
de vida longa, pois sdo duraveis e utilizados, na maioria das vezes, diariamente
(principalmente os que sdo destinados as criancas) e entram em contato com
diferentes produtos alimenticios, sob diferentes condi¢cdes (tipo de alimento,
temperatura, tempo de contato, uso repetido dentre outros). De acordo com Lund
e Petersen (2006) os niveis de migracdo para alimentos aumentam quando eles
estdo sob condicOes de altas temperaturas e pH acidos. Nesse mesmo trabalho,
esses autores estudaram a migracdo em 10 exposicOes sucessivas de amostra ao
simulante acido acético 3% por 30 minutos a 95°C. Os resultados indicaram que a
migragdo continua de formaldeido e melamina ocorre durante a vida util desses
artigos. Isso indica que primeiro a migracdo de mondémeros residuais € mais
importante, mas no longo prazo a quebra do polimero domina e a migracao
continua.

Chien et al. (2011) estudaram a migracdo de melamina de diferentes
utensilios domésticos em diferentes temperaturas utilizando a cromatografia liquida
e espectrometria de massas (LC-MS/MS). Os valores de migracdo variaram
bastante (6,97 a 19,03 pug mL) entre as amostras que foram expostas ao acido
acético 3% em temperatura de 90 °C. Concluiram que a quantidade migrada de
melamina depende da temperatura, tempo de contato, simulante e também, do
preco do utensilio, inferindo que os mais baratos seriam de qualidade inferior sob
esse aspecto. Recomenda que os utensilios utilizados na vida cotidiana sejam
selecionados com cuidado durante a sua aquisicdo no mercado de Taiwan.

Bradley et al. (2005) avaliaram a migracdo de melamina e de formaldeido
em 50 amostras obtidas no comercio do Reino Unido utilizando o método descrito
pela CEN EN13130-27. Dentre as amostras avaliadas, 43 apresentaram a migracao
de melamina, porém, segundo os autores, nenhuma delas excedeu o limite de
migracao especifica (LME) para melamina em todas as condi¢bes de analises.
Entretanto, o limite que foi baseado o artigo, foi o de 30 mg kg, o qual atualmente
nao é mais valido. Desta forma algumas amostras excederiam ao novo limite de 2,5

mg kg'. Observou-se que houve o aumento da migracdo de melamina nas trés



repeticbes com o0 mesmo corpo de prova na maioria das amostras testadas. Das
50 amostras, 5 excederam o LME para formaldeido segundo as legislacGes
vigentes no pais (15 mg kg*). Com base nos resultados obtidos por este estudo a
Comisséo Europeia e outros Estado-membros da UE foram informados para que
tomassem as medidas necessarias para a retirada dos produtos inadequados do
mercado.

Ibarra et al. (2016) desenvolveram dois métodos rapidos por HPLC-UV para
deteccdo de melamina e seus analogos em simulantes de alimentos apds o contato
com utensilios domésticos. Foram analisadas 18 amostras e em 8 delas ocorreram
a migracao, porém encontraram valores de melamina abaixo do limite europeu de
2,5 mg kg?! apdés o terceiro ensaio. Observou-se que algumas amostras
apresentaram rachaduras e a descoloracdo apdés os testes de migracdo. Amelida
e amelina n&o foram detectadas em nenhuma das amostras.

Bradley et al. (2010) também estudaram a migracédo de melamina utilizando
diversos simulantes de alimentos, sucos de frutas e bebidas acidas (suco de maca,
suco de tomate, cha de frutas vermelhas, café, refrigerante de cola) através do
meétodo utilizando o LC-MS/MS. Encontraram que a migracao em acido acético 3%
(m/v) é comparavel a obtida com os sucos de frutas estudados quando aplicado as
mesmas condi¢des de tempo e temperatura. Realizaram também, testes com 0 uso
do micro-ondas, e concluiram que, apesar de permanecerem por um menor tempo
a alta temperatura, o pico do aquecimento contrabalanceia o tempo, e gera uma
grande migracdo de melamina. Observaram também que durante o uso pode
ocorrer a degradacdo dos utensilios, o que pode aumentar a migracdo da
melamina.

A cinética da migracdo de melamina e formaldeido foi estudada por Arce,
Sanllorente e Ortiz (2019) onde utilizaram a cromatografia liquida com detector de
arranjo de diodos (HPLC-DAD), simulante acido e condi¢cdo de contato de 70 °C
por 2 horas. Todas as amostras se mantiveram dentro do limite de migracao
estabelecido, sendo o maior resultado de migracdo de 1,28 mg kg*. Observaram
também que com o uso, a quantidade de melamina migrada pode aumentar,
confirmando o ja observado por Lund e Petersen (2006).

Ja Haghi et al. (2017) realizaram a analise da migracdo de melamina
utilizando o método CEN modificado (CEN 2005) através do HPLC-DAD. Foi



utilizado o simulante acido acético 3% (m/v) com variacédo de temperatura (30 °C e
90 °C) e de tempo de contato (30 minutos e 90 minutos). O aumento de temperatura
e de tempo influenciou diretamente na migracado das quatro amostras avaliadas,
onde a 90 °C por 90 minutos foi onde se apresentou os maiores valores de
migracéo. De acordo com o artigo, os resultados néo ultrapassaram o limite, porém
ele se baseia no limite antigo de 30 mg kg™, o qual ndo é mais utilizado apés a
atualizacéo e reducéo para 2,5 mg kg*. Levando em consideracédo o novo limite,
as amostras excedem o limite em algumas das condi¢des, mas principalmente nas
condi¢cBes mais extremas de tempo e temperatura.

Manav et al. (2018) avaliaram amostras de Bursa, na Turquia, utilizando o
método CEN EN 13130 o qual é avaliado através do HPLC-DAD. O estudo avaliou
as amostras utilizando quatro simulantes, sendo eles o acido acético 3% (m/v),
etanol 10% (v/v), etanol 50% (v/v) e O6leo vegetal. Concluiram através dos
resultados obtidos que, assim como demonstrado em outros estudos, a migracao
da melamina é diretamente influenciada pelas condicfes acidas e temperaturas
elevadas. As amostras que foram testadas com o acido acético 3% (m/v)
apresentaram migracdo em todas as trés repeticbes, mesmo que estando dentro
dos limites aceitos pela legislacéo.

Haghi et al. (2021) realizaram a andlise de migracdo com cinco amostras
utilizando-se do método oficial Europeu, modificando alguns parametros apenas.
Em suas analises com a utilizacdo do simulante acido acético 3% (m/v) as amostras
de 1 a 5 apresentaram os seguintes resultados respectivamente: 7,552 mg kg*;
3,224 mg kg; 5,648 mg kg*; 6,813 mg kg?; 6,323 mg kgt. Como observado, todas
as amostras também migraram acima dos 2,5 mg kg permitido pela legislacéo.

O Instituto Federal Alemé&o de Avaliacdo de Riscos (BfR) avaliou se o0 uso
rotineiro de utensilios de melamina-formaldeido reutilizaveis (xicaras reutilizaveis
de café para viagem, xicaras ou pratos infantis) com alimentos liquidos quentes,
como café, chd ou comida para bebé, envolve qualquer riscos a saude. Eles
avaliaram 111 amostras de melamina-formaldeido e 180 das chamadas
'‘bambooware', o qual é designado para descrever artigos feitos de melamina-
formaldeido que envolvem materiais alternativos, como fibras de bambu. Dentre as
111 amostras de melamina-formaldeido, 17 (15%) delas migraram acima do limite
permitido estabelecido de 2,5 mg kg, sendo que o valor maximo de migracéo



apresentado foi de 8,37 mg kg*. O BfR concluiu que o valor LME é adequado para
garantir que os materiais em contato com alimentos néo representam risco a saude.
Porém, no cendrio de exposicao para criangas, a liberagdo de melamina acima do
LME levaria a superagcdo da IDA (ingestdo diéria aceitavel) devido a possivel
exposicao de outras fontes que devem ser consideradas, desta forma, concluiram
que isso representaria um risco potencial para a saude de criancas de até 36
meses. (GERMAN FEDERAL INSTITUTE FOR RISK ASSESSMENT, 2020)
Muller publicou através do Conselho Dinamarqués do Consumidor Think
Chemicals (2022) um estudo, onde avaliaram oito amostras de copos de melamina
destinados as criangas. Dentre as oito amostras testadas, cinco apresentaram a
migracéo de melamina acima do limite estabelecido de 2,5 mg kg apés o terceiro
ensaio de migracao, o qual é exigido para produtos de uso continuo. Os valores de
migracao variaram entre 2,5 a 5,4 mg kg e notou-se que a migracdo de melamina
nao foi estavel entre os trés ensaios de cada amostra. O autor recomenda que nao
sejam utilizados utensilios de melamina para alimentos quentes, e bebidas acidas

e jamais utilizar o utensilio em forno de micro-ondas.

Legislacédo

Para monitorar riscos, foi criado em 1979 pela Europa, o RASFF (Rapid
Alert System for Food and Feed) o qual é uma ferramenta que permite que as
informagdes sejam compartilhadas de maneira eficiente entre os seus membros
(autoridades nacionais de seguranca alimentar dos Estados-Membros da Unido
Europeia, Comissdo, EFSA, ESA, Noruega, Liechtenstein, Islandia e Suica) para
garantir uma reacao rapida quando sao detectados riscos para a saude publica na
cadeia alimentar na Europa. Gracas ao RASFF, muitos riscos a seguranca
alimentar foram evitados antes que pudessem ser prejudiciais para 0s
consumidores europeus (RASFF 2018). Com relacdo a melamina e formaldeido, o
total de 38 notificacbes foram recebidas pelo RASFF em 2020, evidenciando a
necessidade do monitoramento dessas substancias. Entre 2021 e 2022 o RASFF
apresentou um total de 14 notificagoes.

Também para facilitar o monitoramento, foi publicado o REGULAMENTO
(UE) N° 284/2011 DA COMISSAO de 22 de margo de 2011 o qual determina

requisitos especificos para a liberacédo da importacdo de utensilios para alimentos



provenientes da China, apos diversas notificacbes de materiais importados terem
registrado niveis acima do permitido pela legislacdo Europeia, entre eles aqueles
fabricados com a resina melamina-formaldeido.

Em 2019 a Comissao Europeia publicou a Recomendacgao 2019/794 com
0 objetivo geral de estabelecer um plano de controle e conhecer a prevaléncia de
determinadas substancias, entre elas a melamina e o formaldeido, que migram de
materiais em contato com alimentos ou a presenca dessas substancias no material.
Os estados membros devem, portanto, realizar controles oficiais a fim de
estabelecer a prevaléncia no mercado da Unido Europeia quanto a: 1) a migracéo
de substancias como aminas aromaticas primarias, melamina e formaldeido,
bisfenol A, bisfenol S entre outras substancias, 2) a presenca dessas substancias
em materiais em contato com alimentos, 3) migracdo geral de materiais plasticos
de contato com alimentos.

A CONTAM (Panel on Contaminants in the Food Chain da EFSA)
estabeleceu uma ingestao diaria aceitavel (IDA) de 0,2 mg kg de peso corporal/dia
para a melamina.

Ja de acordo com a Food and Drug Administration (FDA), dos Estados
Unidos, a Ingestéo Diaria Aceitavel (IDA) é de 0,63 mg de melamina/kg de peso
corporal/dia para que ndo haja riscos e danos a saude do consumidor, porém,
recentes estudos realizados pela FDA indicaram que o aumento da toxicidade
resulta da exposi¢cdo combinada a melamina e ao acido ciandrico. Isso gera um alto
grau de incerteza em relacdo a determinacdo da seguranca/risco. Dadas essas
condicdes, a FDA aplicou um fator de seguranca adicional de 10 vezes (além do
fator de 100 vezes ja aplicados anteriormente), resultando em um fator de
seguranca combinado de 1.000 vezes no total, para compensar as incertezas.
Sendo assim, 0,63 mg de melamina e seus analogos/kg de peso corporal/dia
dividido pelo fator de seguranca de 10 vezes, proporciona um valor de 0,063 mg de
melamina e seus analogos/kg de peso corporal/dia. De acordo com os célculos da
FDA de exposicdo do consumidor a essas substancias, o valor de migracéao de 2,5
mg kg deveria considerar a migracdo da melamina juntamente com seus analogos
(FDA, 2008).

Em 2019 a International Agency for Research on Cancer (IARC) classificou

a melamina no grupo 2B, como possivelmente carcinogénico em humanos, mas
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com evidéncias suficientes para considerar como carcinogénico para animais,
principalmente em doencas do trato urinario de roedores. A classificacdo dessa
agéncia estabelece a seguinte escala: 1 — carcinogénico para humanos, 2A —
provavelmente carcinogénico para humanos, 2B - possivelmente carcinogénico
para humanos e 3 — ndo carcinogénico para humanos. Os analogos amelina,
amelida e acido cianurico ndo séo classificados pela IARC, ou seja, ndo sao
encontradas monografias sobre essas substancias (IARC, 2019).

No Brasil, apesar do limite para melamina estabelecido na legislacéo para
materiais para contato com alimentos, ndo se tem o conhecimento se os utensilios
domeésticos comercializados hoje no Brasil, atendem a essa restricdo. (BRASIL,
2012)

4. MATERIAIS E METODOS

O método analitico que inicialmente foi utilizado no projeto para
determinacdo da melamina foi baseado na norma CEN/TS 13130-27 de 2005.
Porém ao ser aplicado para a analise dos analogos (amelina, amelida e acido
cianudrico), ndo se obteve bons resultados cromatograficos que pudessem ser
efetivos na determinagcédo da migracdo dos compostos.

Para a realizacdo dos testes com o método europeu para oS quatro
compostos utilizou-se como fase movel a acetonitrila de grau HPLC e o tampéo
fosfato 5 mM pH 6,5. Inicialmente utilizou-se a porcentagem de 75% de acetonitrila
(ACN) e 25% de tampao fosfato 5 mM pH 6,5, porém 0s picos se apresentaram
sobrepostos uns sobre os outros, o que impossibilitou a quantificacdo correta de
cada composto. Em seguida realizou-se o teste com algumas variacdes de
gradiente para avaliar se 0s picos apresentariam uma melhor visualizacdo. A seguir
a tabela 1 e 2 apresentam dois testes de gradientes com as fases mobveis
acetonitrila (%A) e tampéao fosfato 5mM pH 6,5 (%B).
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Tabela 1- Primeiro teste de gradiente das fases moveis acetonitrila (%A) e
tampéo fosfato 5 mM, pH 6,5 (%B)

Tempo (min) % A %B Flow Méax. Presséo

(mL/min) (bar)
0,0 75 25 1 400
3,0 80 20 1 400
4,5 85 15 1 400
4,8 90 10 1 400
5,0 95 5 1 400
6,0 100 0 1 400
8,0 85 15 1 400
10,0 75 25 1 400

Tabela 2- Segundo teste de gradiente das fases mdéveis acetonitrila (%A) e
tampao fosfato 5 mM, pH 6,5 (%B)

Tempo (min) % A %B Flow Max. Presséo

(mL/min) (bar)
0,0 75 25 1 400
3,0 70 30 1 400
4,5 65 35 1 400
4,8 60 40 1 400
5,0 55 45 1 400
6,0 50 50 1 400
8,0 60 40 1 400
10,0 70 30 1 400
12,0 75 25 1 400

Apos o teste com os gradientes, observou-se uma dificuldade na separacao
adequadas dos picos cromatograficos para a quantificacdo adequada dos
compostos melamina, amelina, amelida e &cido ciandrico, como € demonstrado na
Figura 3 em um dos cromatogramas obtidos no HPLC, onde foi possivel identificar
a melamina, porém o0s picos dos outros compostos se sobrepuseram,

impossibilitando a identificacdo e quantificacdo de cada um.
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Figura

3 — Cromatograma dos compostos melamina, amelina, amelida e acido ciandrico

obtido no HPLC e detector de arrajo de diodos (DAD).

equipamento UPLC com detector MS/MS, na faixa de concentracédo de 2 mg kg™ a

10 mg

acidos,

Desta forma, o método utilizado e validado foi através da utilizacdo do

kg* e de 0,01 mg kg*a 2 mg kg Foi utilizado o simulante de alimentos

solucédo de acido acético a 3% m/v, o qual esteve em contato com as

amostras por 2 horas a 70 °C em trés ensaios repetidos sobre o0 mesmo corpo de

prova.

Os resultados dos niveis de migracdo sao expressos em miligrama por

quilograma (mg kg?) de simulante ou alimento.

MATERIAL

Amostras

As amostras estudadas como colheres, pratos, canecas, copos e tigelas de

melamina, todas importadas, foram adquiridas no comércio local de Campinas. Nao

foi encontrado no mercado utensilios de melamina-formaldeido fabricadas no

Brasil.

Na tabela 3 as amostras sédo apresentadas e numeradas.
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Tabela 3 — Amostras adquiridas no mercado.

NUumero da Amostra Composicéo Origem NUumero de
Amostra Replicatas
1 70% Ureia
30% Melamina China 5
2 70% Ureia
30% Melamina China 5
3 70% Ureia
30% Melamina China 5
4 70% Ureia
) 30% Melamina China 5




Melamina China

Melamina China

Melamina China

Resina de ureia-
formaldeido e China

melamina
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9
100% Melamina China
Resina de ureia-
10 formaldeido e China
melamina
11 Melamina China
12 Melamina China
13 Melamina China
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14 Melamina China 5

Reagentes

Foram adquiridos os padrdes analiticos das substancias da marca Sigma-

Aldrich:

Melamina (2,4,6-triamino-1,3,5-triazina), pureza de 100,8%; CAS 108-78-1
Acido cianurico (1,3,5- triazina-2,4,6-triol, 2,1,6-trihydroxy-1,3,5-triazina),
pureza de 100,2%; CAS 108-80-5

Amelina (2,6-diamino-1H-1,3,5-triazin-4-ona), pureza de 95,5%; CAS 645-
92-1

Amelida (1,3,5-triazina-2,4(1H,3H)-diona, 6-amino), pureza de 98,5%. CAS
645-93-2

Foram utilizados os seguintes reagentes:

Metanol grau HPLC, marca Merck, pureza 100% (grau HPLC); CAS 67-56-1
Agua ultrapurificada no Milli-Q (qualidade para HPLC);

Hidréxido de sédio, marca Merck, pureza 97%; CAS 1310-73-2

Acido acético glacial, marca Merck, pureza 100%; CAS 64-19-7

Solucdes

Solucédo de Hidréxido de Sodio 0,05 M

Foram pesados 0,2 g de NaOH em um baldo volumétrico de 100 mL e o

volume foi completado com agua ultrapurificada até o menisco.
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e Solucdo padrdo de melamina (2,4,6-triamino-1,3,5-triazina) em agua (1000
mg L1).

Pesou-se 50 mg de melamina em um frasco de 50 mL e dilui-se com agua
ultrapurificada. Foi transferido para um baldo volumétrico de 50 mL
aproximadamente 40 mL previamente diluidos. Colocou-se o baldo por 15 a 30
minutos em um aparelho de ultrassom a 70 °C para dissolver a melamina. Apds o
esfriamento da solucdo para temperatura ambiente, o baldo volumétrico foi
completado até o menisco com agua ultrapurificada. Calculou-se a concentracéo
real em miligramas de melamina por litro de solucéo.

A solucéo foi armazenada em um recipiente bem fechado ao abrigo de luz
por um periodo maximo de 3 meses, entre temperaturas de -20 °C a 4 °C.

A melamina € pouco soluvel em agua, portanto, assegurou-se de que a

dissolucéo foi completa. A preparacéo de solu¢cées mais concentradas nao é viavel.

e Solucdes padrdo intermediaria de melamina (2,4,6-triamino-1,3,5-triazina)
em agua (100 mg L?)

Pipetou-se 2,5 mL da solucdo padrdo de melamina para um baldo
volumétrico de 25 mL e foi completado com agua ultrapurificada até o menisco.

Calculou-se a concentragao real em miligramas de melamina por litro de solugéo.

e Solucdo padrao de amelina (2,6-diamino-1H-1,3,5-triazin-4-ona) em agua
(100 mg LY).

Pesou-se 2,6 mg de amelina em um frasco de 25 mL e foi realizado a
diluicdo com uma solucédo de hidréxido de sodio 0,05M conduzido por Ibarra et al.
(2016) em suas analises para facilitar a dissolucéo. Transferiu-se para um baldo
volumétrico de 25 mL aproximadamente 20 mL previamente diluidos. Colocou-se o
baldo por 15 a 30 minutos em um aparelho de ultrassom a 70 °C para dissolver a
amelina. Apos esfriada a solucdo para temperatura ambiente, foi completado o
baldo volumétrico até o menisco com a solugdo de hidroxido de sédio 0,05M.

Calculou-se a concentracdo real em miligramas de amelina por litro de solugao.
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A solucao foi armazenada em um recipiente bem fechado ao abrigo de luz
por um periodo maximo de 3 meses, entre temperaturas de -20 °C a 4 °C.

A amelina é pouco soluvel em agua, por isso a utilizacdo da solucdo de
hidréxido de sédio 0,05M. Deve-se assegurar de que a dissolucdo foi completa.

e Solugcédo padréo de amelida (1,3,5-triazina-2,4(1H,3H)-diona, 6-amino) em
adgua (100 mg LY).

Pesou-se 2,6 mg de amelida em um frasco de 25 mL e foi realizado a
diluicdo com uma solucdo de hidréxido de sodio 0,05M conduzido por Ibarra et al.
(2016) em suas analises para facilitar a dissolucdo. Transferiu-se para um baldo
volumétrico de 25 mL aproximadamente 20 mL previamente diluidos. Colocou-se o
baldo por 15 a 30 minutos em um aparelho de ultrassom a 70 °C para dissolver a
amelida. Apés esfriada a solucdo para a temperatura ambiente, foi completado o
baldo volumétrico até o menisco com a solucdo de hidréxido de sédio 0,05M.
Calculou-se a concentracao real em miligramas de amelida por litro de solucao.

A solucéo foi armazenada em um recipiente bem fechado ao abrigo de luz
por um periodo méaximo de 3 meses, entre temperaturas de -20 °C a 4 °C.

A amelida é pouco soluvel em agua, por isso a utilizacdo da solugcédo de

hidroxido de sédio 0,05M. Deve-se assegurar de que a dissolucéo foi completa.

e Solucdo padrédo de &cido ciantrico em agua (1000 mg L™1).

Pesou-se 50 mg de acido cianurico em um frasco de 50 mL e foi diluido
com agua ultrapurificada. Transferiu-se para um baldo volumétrico de 50 mL
aproximadamente 40 mL previamente diluidos. Colocou-se o baldo por 15 a 30
minutos em um aparelho de ultrassom a 70 °C para dissolver. Apés esfriada a
solucdo para a temperatura ambiente, completou-se o baldo volumétrico até o
menisco com agua ultrapurificada. Calculou-se a concentragéo real em miligramas
de acido acético por litro de solucgéo.

A solucéo foi armazenada em um recipiente bem fechado ao abrigo de luz

por um periodo maximo de 3 meses, entre temperaturas de -20 °C a 4 °C.
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e Solucdes padréo intermediaria de 4cido ciandrico em agua (100 mg L)

Pipetou-se 2,5 mL da solucdo padrdo de acido ciandrico em um baldo
volumétrico de 25 mL e completou-se com agua ultrapurificada até o menisco.
Calculou-se a concentracdo real em miligramas de acido acético por litro de
solugéo.

e Solucao de 4cido acético 3% (m/v) - simulante aquoso &cido

Foi diluido 29,0 mL de &cido acético glacial em um baldo volumétrico de

1000 mL e completou-se com agua ultrapurificada até o menisco.

e Solucéo de acido acético 0,1% (v/v)

Diluiu-se 1,0 mL de &cido acético glacial em um baldo volumétrico de 1000

mL e completou-se com agua ultrapurificada até o menisco.

Equipamentos

e Cromatografo liquido de ultra eficiéncia, com um injetor automatico acoplado
a detector por espectrometria de massa sequencial (UPLC-MS/MS) de
modelo Waters Xevo TQD.

e Coluna em parametros estabelecidos e considerados adequados. Séo estes:

1. Coluna: AQUITY UPLC BEH C18 (2,1 mm x 100 mm, 1,7 um)

2. Temperatura da coluna: 40 °C

3.  Eluentes: 50% metanol grau HPLC/ 50% de &cido acético 0,1% (v/v)
em agua ultrapurificada.

4.  Volume de inje¢éo: 2 yL

e Banho ultrassdnico com aquecedor, modelo USC-1850-A, marca Unique

e Estufa de secagem esterilizagdo, modelo 400/5ND, marca Nova Etica

e Estufa de esterilizacdo e secagem, modelo 400 ND E24, marca Ethik

Technology
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e Micropipetas, modelo Transferpette, marca Brand

e TermoOmetro modelo 720, marca Testo

e TermOmetro modelo 922, marca Testo

e Balanca de precisdo modelo PM 6100, marca Mettler

e Balanca analitica, modelo MSU225S-1CE-D, marca Sartorius

e Balanca analitica, modelo MSA225P-1CE-DA, marca Sartorius

METODOS

Validacdo do Método

Otimizacdo das condi¢cdes de analise dos compostos no UPLC-MS/MS

A otimizacdo foi realizada por infusdo direta de cada solucédo de melamina e
derivados na concentracdo de 2 mg kg no detector por espectrometria de massa
sequencial (MS/MS).

As condicbes do espectrometro de massas do Xevo TQD, Waters
encontram-se abaixo:

- Fonte de ionizacao: eletrospray, modo positivo e negativo

- Voltagens do capilar: 3,7 kV (modo positivo) e 2,60 kV (modo negativo)

- Temperatura de dessolvatacao: 250 °C

- Fluxo do géas de dessolvatacdo: 550 L/Hr

- Temperatura da fonte: 150 °C

A fase movel utilizada para a cromatografia foi 50% metanol grau HPLC/

50% de acido acético 0,1% (v/v) em agua ultrapurificada.

Figuras de Mérito
Para a validacdo do método foi utilizado o documento orientativo do

INMETRO DOQ-CGCRE-008 (orientagdo sobre validacdo de métodos analiticos)
(INMETRO, 2020).
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Foram avaliados os seguintes parametros: linearidade, limite de deteccao
(LD), limite de quantificacdo (LQ) e precisdo (repetibilidade e preciséo

intermediaria) e exatidao (recuperacao).

Linearidade

Para a avaliagcdo da linearidade, construiu-se a curva analitica com as
concentracdes aproximadas de 2, 4, 6, 8, e 10 mg kg para as amostras padrdes
de melamina, acido cianudrico, amelina e amelida.

Para o preparo da curva analitica, primeiramente foram preparadas
solucBes padrées de melamina, acido cianudrico, amelina e amelida como descritos
no item solugBes. Foram feitas as diluicbes das solu¢des intermediarias de 100 mg
mL-! previamente corrigidas, em solucédo de acido acético a 3% (m/v) para se obter
0 mix dos compostos com as concentracdes de 2, 4, 6, 8 e 10 mg kg™

Cada solucéo foi filtrada em filtro de PTFE 0,2 pm. Cada nivel da curva
analitica foi injetado em triplicata.

Uma segunda curva foi preparada com concentracbes menores de 0,01;
0,05; 0,1; 0,5; 1 e 2 mg kg? para a determinacdo dos limites de quantificacéo e
deteccéo, preparadas através de solugGes de 10 mg mL* das quatro substancias,
e diluidas em acido acético 3% (m/v).

Limite de Deteccéo (LD) e de Quantificacdo (LQ)

Para o limite de deteccdo e quantificacdo foram preparadas 7 solugbes
independentes nas concentracdes de 0,05 mg kg* do mix contendo os quatro
compostos.

Foram preparadas sete replicatas independentes através da diluicdo das
solucdes intermediarias de 10 mg kg em solugéo de acido acético a 3% (m/v) para
se obter o mix dos compostos com a concentragdo de 0,05 mg kg.

Cada solucao foi filtrada em filtro de PTFE 0,2 um. Cada solucao foi injetada

em duplicata.
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Para o célculo do limite de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram
utilizadas as equacdes 1 e 2 as quais as médias do branco ndo foram consideradas

uma vez que ndo ha nenhuma interferéncia nas amostras do branco:

LD =t (n-1,7-0) .S (eq. 1)

Sendo:

t: abcissa da distribuicdo de Student, dependente do tamanho da amostra e do grau
de confianga.

s: desvio padrdo amostral dos brancos da amostra, com adicdo da menor

concentracdo aceitavel do analito.

LQ=10.s (eq. 2)
Sendo:
s: desvio padrdo amostral dos brancos da amostra, com adicdo da menor

concentracdo aceitavel do analito.

Precisao

Para avaliar a preciséo (repetibilidade e precisao intermediaria) do método
foram utilizadas trés concentracdes diferentes (baixa, média e alta), cujos valores
foram 2,5, 5 e 9 mg kg? de cada composto, sendo que para cada concentragdo
foram preparadas sete solucdes (replicatas) independentes.

Foram feitas sete replicatas independentes através da diluicdo das
solucdes intermediarias de 100 mg mL* (descritas no item solucdes) em solugéo
de acido acético a 3% (m/v) para se obter o mix dos compostos com as
concentracdes de 2,5, 5 e 9 mg kg™

Cada solucéo foi filtrada em filtro de PTFE 0,2 pm. As sete replicatas nas
trés concentracdes (baixa, média e alta) foram injetadas em triplicata. Os valores
foram calculados com base em uma curva de calibracédo de 2, 4, 6, 8, 10 mg kg™

provenientes de solugdes diferentes.
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Para avaliar a preciséo intermediaria, as solu¢des acima foram injetadas no
equipamento em trés dias diferentes.

A precisao foi determinada através coeficiente de variagdo (CV) ou desvio
padrao relativo (DPR), expresso em porcentagem (%) conforme a equacéo 3

abaixo:

CV = DPR = (DP/CMD) x 100 (eq. 3)
Sendo:

DP: desvio padrao

DPR: desvio padrao relativo

CMD: concentracdo média determinada

Exatidao

Para avaliar a exatiddo (recuperacdo) do método foram utilizadas trés
concentracdes diferentes (baixa, média e alta), cujos valores foram 2,5, 5 e 9 mg
kg de cada composto, sendo que para cada concentracédo foram preparadas sete
solucdes (replicatas) independentes.

Para o preparo das solucdes da exatiddo, foram feitas as diluicbes das
solucdes intermediarias de 100 mg mL* (descritas no item solu¢des) em solugéo
de acido acético a 3% (m/v) para se obter o0 mix dos compostos com as
concentracbes de 2,5, 5 e 9 mg kg!. As sete replicatas nas trés concentracdes
foram injetadas em triplicata. Os valores foram calculados com base em uma curva
de calibracéo de 2, 4, 6, 8, 10 mg kg provenientes de solucdes diferentes.

Para esse ensaio, as solugdes de concentracdes de 2,5, 5 e 9 mg kg foram
filtradas em filtro de PTFE 0,2 um e colocadas em vials de 1,5 mL. Em seguida
foram colocadas na estufa a temperatura de 70 °C/ 2 horas e apos o término do
tempo, foram injetadas no LC-MS/MS.

A exatidao foi expressa em porcentagem (%) conforme a equacao 4.

Exatidao (%) = (valor observado)/(valor esperado) x 100 (eq. 4)
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Ensaio de migracao

De acordo com o guia técnico EUR 24815 EN (Simoneau, C. 2011), as
amostras foram obtidas com no minimo 5 corpos de prova de cada uma. Em
sequéncia foram realizados os célculos para a determinagéo da area da superficie
de contato de acordo com a CEN EN 13130 que determina que a relacao superficie-
volume no teste é convencionalmente de 6 dm?2 de area de contato com alimentos
para 1000 mL de simulante de alimentos. As amostras foram preenchidas com o
simulante &cido aquoso (solucdo de &cido acético 3% m/v) em temperatura
ambiente e colocadas em uma estufa na temperatura de 70 °C por 2 horas. Iniciou-
se a contagem do tempo a partir do momento em que o controle atingiu a
temperatura de 70°C.

Por se tratarem de utensilios domésticos de uso repetido, os ensaios de
migracao ocorreram por trés vezes seguidas sobre o mesmo corpo de prova, como
determina a legislacdo Resolucdo RDC 51/2010. (BRASIL, 2010)

Para as amostras em branco, foi adicionado o simulante em um béquer, e
colocadas sob as mesmas condi¢des de teste.

Apos finalizado o tempo de contato, esperou-se a reducao da temperatura
do simulante até temperatura ambiente e a correcdo do peso de cada amostra
devido a evaporacdo ocorrida mesmo que com todas as amostras cobertas com
vidro. Em seguida as amostras foram coletadas, filtradas e transferidas para os
vials de 1,5 mL adequados para a analise no UPLC-MS/MS.

Os resultados foram avaliados através do teste de estatistica ANOVA e
Teste T do Excel da Microsoft 365.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

OTIMIZACAO E VALIDACAO DO METODO

Durante os testes iniciais para o desenvolvimento dos métodos, realizou-se
o teste com os eluentes acetato de aménia 10 mM e acetonitrila, assim como fez

Benvenuti e O’Connor (2007) e Li et al. (2019), porém avaliou-se que a intensidade
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dos picos gerados com estes eluentes ndo havia sido tdo consideravel quando
comparados ao uso de metanol e acido acético 0,1% v/v.

Para a otimizagdo das condicbes no UPLC-MS/MS da melamina e
analogos no espectrdbmetro de massas, a voltagem do cone foi de 20 até 100 V.
Para o monitoramento de reacao selecionada (SRM, do inglés selected reaction
monitoring), a transicdo dos ions produtos foi monitorada e a energias de colisdes
foram otimizadas entre 2-80 V.

A otimizagdo dessas voltagens foi realizada por infusdo direta no
espectrometro de massas a 10 puL min? da solucéo individual de aproximadamente
2 mg kg para cada substancia em agua ultrapurificada. A Tabela 4 mostra os ions
precursores e ions produtos, voltagem do cone e energias de colisdo selecionadas
para cada substancia.

Tabela 4: lon precursor, ion produto, dwell time, voltagem do cone, energia
de coliséo e voltagem do cone para o espectrometro de massas do LC.

Compostos fon fon Dwell Voltagem do | Energiade
Precursor Produto time Cone Coliséao (V)
m/z m/z (s) V)
Melamina 197 85 0,070 40 25
(modo positivo) 68 0,070 40 17
Amelida 129 87 0,070 32 30
(modo positivo) 43 0,070 32 16
Amelina 128 86 0,070 37 24
(modo positivo) 43 0,070 37 16
Acido ciandrico 128 42 0,070 25 10
(modo negativo) 85 0,070 25 13
Linearidade

Para a linearidade foi utilizado o método de padronizacdo externa,
empregando a melamina, acido cianurico, amelina e amelida na concentracao de
100 mg L. Foram utilizados 5 niveis de concentracéo (2, 4, 6, 8 e 10 mg kg). Os
resultados obtidos através da equacdo da reta e o coeficiente de correlacdo (r)

encontram-se na Tabela 5.
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Tabela 5: Parametros da curva analitica abrangendo o intervalo de 2-10 mg
kg e coeficiente de correlagdo (r) para o LC-MS/MS.

Compostos Curva analitica
2-10 mg kg™
r

Melamina y =66727,6 + 20061,7X
r=0,99

Acido Cianurico y =376,2 + 127,3Xx
r=0,99

Amelina y = 102945 + 13941,4x
r=0,99

Amelida y =66707,5 + 83204, 7x
r=0,99

A Tabela 6 contempla o limite de detecao e de limite de quantificacao.

Tabela 6: Limite de deteccao e limite de quantificacéo para o LC-MS/MS.

Compostos LD®W LQW
mg kg™ mg kg™
Melamina 0,002 0,010
Acido Ciandrico 0,010 0,033
Amelina 0,003 0,010
Amelida 0,004 0,013

@ 7 replicatas

Preciséao

A precisdo e a precisdo intermediaria foram avaliadas através da
repetibilidade e para isto foram utilizadas trés concentragdes diferentes para cada
composto (2,5, 5 e 9 mg kg), com sete solucdes para cada concentracao.

Para as concentracdes de 2,5, 5 e 9 mg kg, o critério de aceitacdo para a
repetibilidade em relagcéo ao coeficiente de variacdo em % € de até 11%, valor esse
baseado no DOC-CGRE-008 (INMETRO, 2020).
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Os resultados da precisdo (repetibilidade) e precisdo intermediaria nas
concentracbes de 2,5, 5 e 9 mg kg'! podem ser vistos na Tabela 7 e 8,

respectivamente.

Tabela 7: Precisao (repetibilidade) para trés concentragdes (2,5, 5 e 9 mg kg
1) para o LC-MS/MS.

Repetibilidade @ - RSD %
Compostos
Concentracao 2.5mg kg™ 5mg kg™ 9mg kg™
Dia Dia Dia

1 2 3 1 2 3 1 2 3
Melamina 5 4 4 6 2 4 3 3 2
Acido Cianurico 8 10 11 3 6 8 5 4 5
Amelina 4 4 5 2 3 2 3 3 2
Amelida 11 10 10 9 6 5 5 5 4

@: 7 replicatas

Tabela 8: Precisdo intermediéaria para trés concentracdes (2,5, 5 e 9 mg kg™)
para o LC-MS/MS.

Precisio intermediaria® - RSD %

Compostos

. 2,5 mg kg™ 5mg kgt 9 mg kgt
Concentracao

Dial,2e3 Dial,2e3 Dial,2e3

Melamina 11 7 3
Acido Ciantrico 11 6 9
Amelina 7 4 6
Amelida 10 6 8

@: 7 replicatas

Exatidao

A exatid&do, expressa em porcentagem, nas concentragdes de 2,5, 5 e 9 mg
kg ficou entre 88-105%. Os valores encontrados estavam dentro do intervalo
exigido pelo INMETRO (INMETRO, 2020), que para a concentracao de 2,5,5e 9

mg kg é de 80-110%. Todos os valores encontram-se na Tabela 9.
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Tabela 9: Exatiddo (recuperacdo) para trés concentragdes (2,5, 5 e 9 mg.kg™)
para o LC-MS/MS.

Exatidao® (%)
Compostos Concentracdo (mg kg?)
2,5 5 9
Melamina 90 101 926
Acido Ciantrico 100 105 88
Amelina 96 103 96
Amelida 89 102 94

@: 7 replicatas

O método desenvolvido e validado se mostrou eficiente para a determinacéo
de melamina, amelina, amelida e acido ciandurico.

A utilizacdo da cromatografia liquida acoplada ao detector de massas tem se
tornado cada vez maior por pesquisadores. De acordo com Yuan et al. (2012), a
espectrometria de massas fornece o mais alto grau de seletividade, seguida por
MS de estagio Unico, deteccdo de arranjo de diodos (DAD) e, por ultimo, absorcao
ultravioleta (UV). Este fator influenciou diretamente na escolha da utilizagdo do
UPLC-MS/MS para o desenvolvimento da andlise, apés o teste realizado com o
método oficial (EN 13130-27) no HPLC-UV nédo ter se mostrado eficaz na
separacao dos quatro compostos de interesse uma vez que 0s picos estavam se
juntando tornando impossivel a quantificacdo de cada composto.

A etapa de validacdo demonstrou uma boa eficacia do método como pbde
ser observado nas Tabelas 2, 3, 4, 5, 6 e 7. Ibarra et al. (2016) apresentaram
valores de LD em 0,10 mg L™ para a melamina; 2,00 mg L* para amelida; 1,00 mg
L't para amelina. Valores acima do que foi obtido no desenvolvimento deste
método.

Haghi et al. (2017) apresentaram para a melamina valores de 0,145 mg kg
para o LD; 0,435 mg kg™ para o LQ; 95,3% para a precisdo e 94,9% de exatiddo
(recuperacao).

As curvas analiticas, nas concentracdes de 2 mg kg a 10 mg kg? da

melamina, amelina, amelida e &cido ciandrico estdo apresentadas na Figura 4.
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Figura 4 - Curvas de concentracdo de 2 mg kg* a 10 mg kg de melamina (a),

amelina (b), amelida (c) e &cido ciandrico (d), respectivamente.

ANALISE DE MIGRACAO

As amostras foram preenchidas com o simulante solucao de acido acético

3% m/v e inseridas nas estufas, onde permaneceram por duas horas a uma
temperatura de 70 °C. A seguir, a Figura 5 ilustra as imagens de como as amostras
foram dispostas na estuda, todas tampadas com vidro, para evitar a perda do

simulante por evaporagéao.
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Figura 5 - Amostras dispostas dentro das estufas.

ApoOs o0 tempo de contato do simulante acido acético 3% m/v com as
amostras, elas foram coletadas e parte foi armazenada sob congelamento, parte foi
filtrada em filtro PTFE 0,2 um, em seguida analisados no UPLC-MS/MS para avaliar
0s niveis de migracdo de cada amostra. Cada solugcdo obtida na migracao foi
injetada por trés vezes no equipamento para se obter uma média entre 0s
resultados. O ensaio foi repetido trés vezes no mesmo corpo de prova segundo
descrito acima.

A Figura 6 apresenta os cromatogramas de ions totais (TIC) do UPLC-
MS/MS dos quatro compostos analisados e a Figura 7 apresenta o SRM (selected

reaction monitoring) .
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Figura 6 - Cromatograma de ions totais (TIC) na concentracdo de 2 mg kg? do

acido ciandarico (a), amelida (b), amenila (c) e melamina (d).
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Figura 7 - Selected reaction monitoring (SRM) da amelina (a), acido cianurico (b),

melamina (c) e amelida (d).

A Tabela 10 apresenta os resultados do teste de migracdo das 14 amostras

analisadas.
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Tabela 10- Concentracdo de melamina e analogos obtidos em acido acético 3% (m/v) para as amostras de utensilios
domésticos em UPLC-MS/MS.

Amostras (n=5)*
Concentracdo em mg.kg™? (Desvio Padrao)

NUmero da Material Migragéo Melamina Acido Cianurico Amelina Amelida
amostra (origem)
1 (China) 70% Ureia %Z 9275(%8%)3*’ 882 88% z 8%2 88;31 Z‘ <II:Q
i 1 3 1 1 1 1 <
30% Melamina 3 11 ES%b 0,05 (0.01)° 0.17 (0,049 S
42 10 (6)° 0,05 (0,02)° 0,16 (0,06)° -
2 (China) 70% Ureia 12 <LQ <LQ - -
30% Melamina %a - :::8 - -
3 (China) 70% Ureia 1 0,45 (0.092 <L <LQ -
30% Melamina %a 828 8 8% . :::8 - -
4 (China) 70% Ureia 12 - <LQ - -
30% Melamina %a - :'I:S - -
5 (China) 1a 5,1(0,8)2 <L 0,09 (0,02)2 -
Melamina 22 8,6 (5,3)° 0,04 (0,01)2 0,12 (0,03)° <LQ
32 7,8 (3,9)2¢ 0,04 (0,02)2 0,13 (0,04)° <LQ
42 6,3 (2,0)¢ 0,05 (0,02)° 0,16 (0,05)c -
6 (China) 12 53 (19)2 0,17 (0,04)2 0,39 (0,07)2 0,02 (0,00)2
Melamina 22 17 (13)° 0,10 (0,05)° 0,25 (0,09)° <LQ
32 45 (49)ab 0,15 (0,08)2b 0,35 (0,15)2 0,02 (0,00)2
42 33 (24)ac 0,06 (0,03)° 0,15 (0,06)° -
7 (China) 12 82(46)2 0,26 (0,08)2 0,73 (0,21)2 0,03 (0,01)2
Melamina 22 32 (19)° 0,13 (0,05)° 0,41 (0,14)° <L
32 51 (34)° 0,20 (0,10)2 0,57 (0,27)ab 0,03 (0,01)2
42 7,1(6,4)° 0,02 (0,02)° 0,05 (0,06)° -
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8 (China) Resina de ureia- a
formaldeido e %a - :'I:Q - -
melamina %a ) <|_8 _ ]
9
i o - 12 21 (2) 0,07 (0,01) 0,06 (0,01)2 -
(China) 100% Melamina 2a 336 7P 0.05 (0'013 0,02 (0'01%b i
3a 74 (175 0,06 (0.01)¢ 0,03 (0,01)° -
10 12 74 (42 0,81 (0,18 04 (0,02
i i ia- a 0,25 (0,06) 81 (0,18)2 ,04 (0,02)
(China) R%Srmlggiggef 2a 25 (5)2) 017 (0,03} 0,55 (0,09)° 0,02 (0.01)°
. 3 59 (25)° 024 (0.06)2 0.74 (0,14} 0,04 (0,01)z
melamina 42 130 (112)ac 0.71 (0.365¢ '58 (0.74)° 0,05 (0.02)2
11
- - 1a 75 (48)2 0,23 (0,09)2 0,16)2 0,03 (0,01)
(China) Melamina 2 22'(9) 0.14 (0,04} 0.36 (0.10)° 0.02 50,01§b
3a 60 543)a 0.21 (0.09)¢ 0,48 (0,182 0,02 (0.01)2
42 2,8 (2,0)° 0,01 (0.01)° '02 (0.02)° -
12
(China) Melamina %Z 0,01 (0,01) :tg - -
32 - 0,04 (0,02) - -
13 (China) Melamina 1a 123 (42)° 0,35 (0,09)z 0,87 (0,20)2 0,04 (0,01)2
2a 53 (28) 019 (0.05)b 0,47 (0.2} 0,02 go,o1§b
3a 100 (130)2 045 (0,29 0,97 (0.64) 0,06 (0,042
42 15 (10)¢ 0.08 (0.04)° 0,16 (0.12)¢ -
14
: : 1a 52 (24) 0,14 (0,03) 0,43 (0,09) 0,02 (0,01)
(China) Melamina 2 40 (36} 0.17 (0,075 0.48 (0.16)? 0.02 50,01§a
3a 110 (89)° 038 (0.14{b 0,90 (0,27 0,05 (0.02)b
4a 29 (24) 015 (0.05)¢ 0.38 (0.11)¢ )

*=5 replicatas
LQ - Limite de Quantificacéo

(-) Nao detectado

Diferentes letras sobrescritas indicam diferencas estatisticas entre os ensaios de migragao para cada amostra considerando p < 0,05.

As amostras que se apresentaram acima de 2,5 mg kg* estabelecido na legislagédo brasileira foram submetidas a um quarto (42) ensaio de migracao.

36



Algumas amostras apresentaram valores de migracdo muito acima dos 10
mg kg da curva analitica, sendo assim foi realizada a diluicdo de grande parte dos
ensaios de migracdo para se obter resultados mais exatos dentro dos parametros
da curva e em seguida recalculados em cima de cada diluigéo realizada.

As andlises foram realizadas utilizando somente o simulante solucéo de
acido acético 3% (m/v), pois este é o simulante mais critico e 0 que mais apresenta
niveis de migragdo em estudos de diversos outros autores.

Como demonstrado na Tabela 10, dentre as 14 amostras analisadas,
muitas delas apresentaram altos niveis de migracdo de melamina, com valores de
até 130 mg kg?, estando apenas 5 dentro do limite de migracédo especifica (LME)
estabelecido pela Resolugdo RDC n° 56/12, que é de 2,5 mg kg*. (BRASIL, 2012)

Este resultado € bem preocupante, levando em conta que a maior parte
das amostras sdo destinadas ao uso de criancas e por se tratar de valores muito
acima do permitido. Observou-se um padrdo na migracdo de melamina, em que
todas as amostras (exceto a de niumero 5), demonstraram uma queda no segundo
ensaio, porém no terceiro os valores de migracdo aumentaram novamente. I1Sso
demonstra que o processo de migracdo € continuo durante sua vida Util, desta
forma, as amostras que excederam os limites de 2,5 mg kg? (com excecdo da
amostra nimero 9 que nédo pdde ser utilizada novamente devido aos danos fisicos
causados nos trés ensaios iniciais) foram submetidas a um quarto ensaio de
migracao para a avaliacdo da migracdo continua dos compostos. Observou-se que
mesmo com a realizacdo de um quarto ensaio de migracdo, algumas amostras
apresentaram a queda dos valores de migracdo, e a amostra de namero 10
apresentou um aumento significativo, porém todas elas ainda demonstraram
valores acima do permitido pela legislagéo brasileira.

Bradley et al. (2010) observaram também a falta de padrédo nas andlises,
pois algumas amostras apresentaram uma queda de migracdo durante os trés
ensaios, enquanto que outras apresentaram um aumento. Foi concluido por eles
gue os meétodos utilizados para utensilios de uso repetido (3 repeticbes) ndo séo
adequados para se obter resultados precisos e confidveis devido a variagédo

consideravel que ocorre entres as amostras.
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Esse comportamento também foi observado por Haghi (2017), onde todas
as amostras testadas apresentaram o aumento de migracdo durante os ensaios de
uso repetido.

Arce, Sanllorente e Ortiz (2019) (2019) também obtiveram resultados claros
de que ao decorrer dos ensaios repetidos sobre o0 mesmo corpo de prova, houve
um aumento significativo de migracdo de melamina em todas as suas amostras.

Para os outros compostos, n&do existe um LME estabelecido pela
legislagéo, porém, como se tratam de andlogos da melamina, sdo compostos que
podem causar danos a saude da mesma forma que a mesma. Outro fator a ser
considerado é sobre a combinacdo entre a melamina e seus analogos, que
segundo a FDA, recentes estudos indicaram que o aumento da toxicidade resulta
da exposi¢cdo combinada a melamina e seus analogos. Isso gera um alto grau de
incerteza em relacdo a determinacdo da seguranca. Entretanto, a migracdo mais
significativa de amelina foi de 0,97 mg kg, ja para amelida foi de 0,06 mg kg? e
para o acido cianurico de 0,45 mg kg. Todos esses resultados que foram os mais
significativos das analises se apresentaram na mesma amostra, de nimero 13.

Observou-se também que as amostras que ndo apresentaram migracao ou
apresentaram esses niveis abaixo do LQ, se tratavam de copos ou canecas
(amostras 2, 4, 8 e 12) que possuiam uma aparéncia diferente das demais. Isso foi
observado por Bradley et al. (2010) que notaram a diferenca fisica entre as
amostras sendo algumas brilhantes e bem rigidas, ja outras com aparéncia mate e
mais macias.

Em vista disso, foi realizado um segundo teste nas amostras de nimero 12
e 13 através de Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) o qual é uma metodologia analitica utilizada para a identificagdo de classes
quimicas. O resultado desta andlise mostrou que a amostra de numero 13
apresentou material melaminico, ja a amostra de numero 12 apresentou
internamente o plastico de uréia-formaldeido, o que explicaria ndo ter migrado
melamina de forma significante nesta amostra. Provavelmente, devido
apresentarem a mesma aparéncia, as amostras 2, 4 e 8 sdo também de uréia-

formaldeido.
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Apbs o ensaio de migracao algumas amostras apresentaram danos fisicos
notaveis de degradacdo pelo acido. Alguns exemplos destes danos sao
apresentados na Figura 8. A amostra 9 apresentou a descoloracéo interna a partir
do primeiro ensaio e rachaduras a partir do segundo ensaio de migragao. A amostra
13 apresentou a perda de brilho internamente nas laterais do bowl (parte
esbranquicada) a partir do segundo ensaio de migracdo. J4 a amostra 3 perdeu o
brilho e demonstrou um esfarelamento na parte de tr4s dos talheres partir do

segundo ensaio.

Amostra 9

Amostra 13 Amostra 3

Figura 8 - Exemplos de danos nos utensilios apds os ensaios de migracéo.
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6.

CONCLUSOES

Em vista dos resultados obtidos, conclui-se:

1)

2)

3)

4)

O método desenvolvido se demonstrou efetivo para avaliar a migracédo
de melamina, amelina, amelida e acido cianarico, uma vez que além de
estar dentro de todos os parametros estabelecidos para a validacéo de
métodos segundo o documento INMETRO DOQ-CGCRE-008,
apresentou valores de limite de deteccdo e quantificagcdo bastante
baixos, na ordem de ppb, principalmente quando comparados a outros
autores. A validacdo do método e o estudo foi de grande valia pois nao

existia tal avaliacdo com produtos comercializados no Brasil.

O método que foi desenvolvido e validado se apresentou eficiente para
as analises, tornando mais viavel sua utilizacdo quando comparado ao
meétodo oficial europeu CEN 13130-27 o qual ndo abrange a
determinacdo de amelina, amelida e &cido ciandrico. Além disso, o
método desenvolvido utiliza menos eluente, demanda menos tempo e,
baseado em outros estudos, a utilizacdo do espectrémetro de massas,
torna o método mais confiavel e sensivel para a determinacéo

guantitativa da migracédo dos compostos.

Os resultados obtidos no ensaio de migracdo sdo preocupantes, uma
vez que grande parte das amostras (9, dentre as 14) a migracao foi
acima do permitido pela legislacédo brasileira (2,5 mg kg), atingindo
valores de até 122 mg kg?*. Isso demonstra um alto risco para a
populacéo, principalmente para as criangas que sao o principal publico-

alvo deste tipo de utensilio.

Para utensilios a base de melamina, o método de ensaio deveria ser
revisto no que se refere a repeticdo do ensaio no mesmo corpo de
prova, pois se pdde observar que o processo de migracao é continuo e
pode ser crescente apos o terceiro ensaio. Esse fato levanta a questao

se para esses utensilios de melamina nao seria necessario estabelecer
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5)

6)

7

um procedimento especifico para aprovacao, considerando que um dos

Seus usos principais é em artigos para criangas.

Observou-se também, que as amostras obtidas no mercado de
Campinas-Sao Paulo, ndo sado identificadas corretamente em relacao
a sua composicao e nao apresentam rastreabilidade em relacdo aos
lotes, o que gerou desvio padrdo alto dentre as mesmas amostras. A
falta de identificacdo adequada e do controle/fiscalizacao dos produtos
comercializados no Brasil torna-se um grande problema para 0s
consumidores que podem vir a ter problemas de saude devido a
utilizacdo desses utensilios domésticos que ndo atendem as

exigéncias legais.

Pretende-se encaminhar esses resultados para a autoridade
competente, como a Anvisa (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria),
para ser estabelecido um monitoramento na entrada no Brasil desses
produtos importados para verificar o atendimento a legislacao.

Esse estudo é o primeiro realizado com amostras de melamina-
formaldeido comercializadas no Brasil, e indicam a importancia da
fiscalizagcdo na importacdo de utensilios domésticos para evitar e

reduzir os riscos a saude da populacéo.
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