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Resumo

RESUMO

A poliamida 6 (PA-6) ¢ mundialmente usada como embalagem de alimentos,
especialmente no acondicionamento de produtos cdrneos e queijos, € seu emprego para
contato com alimentos ¢ permitido no Brasil, na Europa e nos Estados Unidos. A PA-6
também esta autorizada para o uso em contato com alimentos pré-embalados que serdo
submetidos a irradiacdo. A caprolactama, mondmero utilizado na fabricagdo da PA-6,
permanece na resina apos a polimerizagdo e pode migrar para o alimento em contato. A
irradiagdo de polimeros pode afetar a migragdo, mas também é capaz de originar
compostos de degradagdo que podem migrar para o alimento em contato. Este trabalho
teve como objetivos obter informacdes a respeito da migracdo da caprolactama de
embalagens contendo PA-6 para o alimento em contato e do efeito da irradiagdo sobre a
migracdo visando dar suporte as pesquisas experimentais; desenvolver e validar método
analitico para determinar caprolactama em simulantes de alimentos; estudar a migracdo da
caprolactama de filmes multicamada contendo PA-6, utilizados no acondicionamento de
produtos carneos e queijos, para os simulantes dgua destilada, solugdo de acido acético 3%,
solucdo de etanol 15% e azeite de oliva; avaliar o efeito da irradiagdo gama sobre a
migra¢do da caprolactama dos filmes multicamada contendo PA-6 para os diferentes
simulantes de alimentos; desenvolver e validar método analitico para determinar
compostos volateis formados pela irradiagdo dos filmes multicamada contendo PA-6,
assim como sua migragdo para os simulantes dgua destilada e solugdo de etanol 95%. O
método analitico desenvolvido e validado, empregando a cromatografia gasosa com
detector de ionizagdo de chama (GC-FID), foi considerado sensivel e eficiente,
apresentando alta precisdo e exatiddo para determinar caprolactama nos simulantes dgua
destilada, solu¢do de acido acético 3%, solugdo de etanol 15% e azeite de oliva, com a
vantagem de tempo maximo de andlise de 11 minutos. A faixa linear obtida para todos os
simulantes estudados foi ampla, com coeficientes de correlagdo maiores que 0,9997. O
limite de detec¢do da caprolactama em azeite de oliva foi de 0,10 pg/g e variou de 0,16 a
0,32 pg/mL para os demais simulantes, tendo sido obtida alta precisdo para todas as
injecdes efetuadas (CV < 5,5%) e recuperagdo de 89 a 112%. A migragdo da caprolactama
dos filmes usados para produtos carneos variou de 5,34 a11,89 mg/kg e dos filmes usados
para queijos variou de 1,03 a 7,59 mg/kg, para todos os simulantes estudados. Houve
reducdo na migracdo de caprolactama com o aumento da dose de irradiagdo para filmes

usados no acondicionamento de produtos carneos, enquanto a migra¢do de caprolactama
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dos filmes usados como embalagem de queijos praticamente ndo foi afetada pela
irradiacdo. Os niveis de caprolactama migrados dos filmes usados para produtos carneos
variaram de 5,72 a 11,89 mg/kg para filmes ndo-irradiados, de 4,80 a 10,60 mg/kg para
filmes irradiados com 3 kGy e de 3,62 a 6,02 mg/kg para filmes irradiados com 7 kGy,
para todos os simulantes estudados. A migragao da caprolactama dos filmes usados para
queijos variou de 1,03 a 7,59 mg/kg para filmes nao-irradiados e de 4,02 a 7,90 mg/kg para
filmes irradiados com 12 kGy. Os compostos de degradagdo formados pela irradiagdo dos
filmes multicamada contendo PA-6 usando a microextragdo em fase solida (SPME) ¢ a
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) foram identificados
caprolactama, 2-ciclopentilciclopentanona, tributil fosfato e alguns aldeidos, entre outros.
As condicdes de extracdo foram 20 minutos, 80°C e 225 rpm, usando a fibra de
polidimetilsiloxano. O método analitico desenvolvido e validado para determinar
compostos de degradacdo no simulante agua destilada usando SPME-GC-MS foi
considerado sensivel e apresentou boa precisdo e exatiddo. Foi obtida uma ampla faixa
linear para todos os compostos volateis, com coeficientes de correlacio maiores que
0,9872. Os limites de deteccdo para todas as substincias identificadas estiveram na faixa
de 1,76.107 a 1,52 pg/g. O método foi considerado eficiente para quantificar compostos
volateis que migraram dos filmes irradiados e ndo-irradiados para a 4gua destilada. A
caprolactama (7,52-12,96 ng/g), decaldeido (4 ng) e 2-ciclopentilciclopentanona (10 a 20
ng) migraram somente de filmes ndo-irradiados para agua destilada. O método analitico
desenvolvido e validado usando GC-MS para determinar compostos de degradagcdo no
simulante solu¢cdo de etanol 95% também foi considerado sensivel, apresentando boa
precisdo e exatiddo. Os limites de detec¢do obtidos para todos os compostos volateis
estiveram na faixa de 0,01 a 0,13 pg/g. Apenas a caprolactama migrou dos filmes nao-
irradiados (7,68-10,01 pg/g) e irradiados (6,11-8,99 ng/g) para o simulante. Nos filmes
usados como embalagem de produtos carneos a migra¢do da caprolactama foi reduzida
com a dose de 3 kGy e se manteve praticamente a mesma até a dose de 7 kGy, enquanto
para os filmes ndo-irradiados e irradiados (12 kGy) usados como embalagem de queijos, os
niveis foram similares. A migracdo da caprolactama dos filmes multicamada contendo PA-
6 para todos os simulantes avaliados atendeu as exigéncias da legislagdo Brasileira para

migra¢do desse mondmero.
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Abstract

ABSTRACT

Polyamide 6 (PA-6) is widely used as food packaging, especially for foodstuffs and
cheese. PA-6 is allowed for contact with food in Brazil, Europe and the United States. PA-
6 is also approved for contact with prepackaged foods during irradiation. Caprolactam, the
monomer used in the manufacture of PA-6, remains in the resin after polymerization and
can migrate into food in contact. The irradiation of polymers can affect the migration, but
can also be able to originate degradation compounds that can migrate into food in contact.
The aim of this work was to obtain information about the migration of caprolactam from
packaging containing PA-6 into food in contact and about the effect of irradiation on
migration to provide support to research experimental; to develop and validate an
analytical method to determine caprolactam in food simulants; to study the migration of
caprolactam from multilayer PA-6 films, used for meat foodstuffs and cheese, into distilled
water, 3% acetic acid, 15% ethanol and olive oil food simulants; to evaluate the effect of
gamma irradiation on caprolactam migration from multilayer PA-6 films into the differents
food simulants; to develop and validate analytical method to determine volatile compounds
formed after irradiation of multilayer PA-6 films and to study their migration from the
films into distilled water and 95% ethanol food simulants. The analytical method
developed and validated, using gas chromatography with flame ionization detector (GC-
FID) was considered sensitive and efficient and showed high precision and accuracy to
determine caprolactam in distilled water, 3% acetic acid, 15% ethanol and olive oil food
simulants, with the advantage of a maximum time of analysis of 11 minutes. A wide linear
range was obtained for all simulants, with correlation coefficients higher than 0.9997. The
limit of detection for caprolactam in olive oil was 0,10 pg/g and ranged from 0.16 to 0.32
png/mL for the other simulants, and it was obtained high precision (RSD < 5.5%) and
recovery from 89 to 112%. Caprolactam migration from films used for meat foodstuffs
ranged from 5.34 to 11.89 mg/kg and from films used for cheese ranged from 1.03 to 7.59
mg/kg, into all studied simulants. There was a reduction of caprolactam levels with the
increase of irradiation dose for films used as meat foodstuffs packaging, while for films
used as cheese packaging, caprolactam levels were practically not affected by irradiation.
Caprolactam that migrated from films used for meat foodstuffs ranged from 5.72 to 11.89
mg/kg for non-irradiated films, 4.80 to 10.60 mg/kg for films irradiated at 3 kGy and 3.62
to 6.02 mg/kg for films irradiated at 7 kGy, into all studied simulants. The migration of

caprolactam from films used for cheese ranged from 1.03 to 7.59 mg/kg for non-irradiated
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films and from4.02to 7.90 mg/kg for films irradiated at 12 kGy. The degradation compounds
formed by irradiation of multilayer PA-6 films using solid-phase microextraction (SPME)
and gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS) were caprolactam, 2-
cyclopentylcyclopentanone, tributyl phosphate and some aldehydes, among other. The
conditions of extraction were 20 min, 80 °C and 225 rpm, using polydimethylsiloxane
fiber. The analytical method developed and validated to determine degradation compounds
in distilled water simulant using SPME-GC-MS was considered sensitive and showed good
precision and accuracy. A wide linear range for all volatile compounds was obtained, with
correlation coefficients higher than 0.9872. The limits of detection for all identified
substances ranged from 1.76.107 to 1.52 pg/g. The method was considered efficient to
quantify volatile compounds that migrated from irradiated and non-irradiated films into
distilled water. Caprolactam (7.52-12.96 pg/g), decaldehyde (4 ng) and 2-
cyclopentylcyclopentanone (10-20 ng) migrated only from non-irradiated films into
distilled water. The analytical method developed and validated using GC-MS to determine
degradation compounds in 95% ethanol simulant was also considered sensitive and showed
good precision and accuracy. The limits of detection obtained for all volatile compounds
were in the range of 0.01 to 0.13 pg/g. Only caprolactam migrated from non-irradiated
films (7.68-10.01 pg/g) and irradiated (6.11-8.99 pg/g) into simulant. In films used for
meat foodstuffs, caprolactam migration was reduced with dose of 3 kGy and remained
almost the same up to 7 kGy, while for films irradiated and non-irradiated (12 kGy) used
as cheese packaging, the levels were similar. Caprolactam migration from multilayer PA-6
films into all the studied simulants was in accordance to the requirements of Brazilian

legislation for migration of this monomer.

xi



Introducéo

INTRODUCAO

A embalagem tem uma grande importancia no mundo atual. Praticamente todos os
produtos vendidos sdo embalados, seja na sua forma final, seja nas fases intermediarias de
fabricagdo e transporte. A demanda progressiva de alimentos embalados vem despertando
a necessidade de manter a qualidade e aumentar a vida de prateleira dos produtos por
periodos de tempo cada vez maiores e sob condi¢cdes adversas, tornando necessdria a
produ¢cdo de embalagens mais adequadas, convenientes e competitivas (MONTEIRO,
1997; ABRE, 2008).

A industria de alimentos tem um papel determinante junto a induastria de
embalagem, sendo responsavel por cerca de 65,6% do consumo total da embalagem
plastica (DATAMARK, 2006). Dentre os diversos materiais disponiveis, a poliamida ¢
muito usada como embalagem de alimentos. Filmes de poliamida, em estrutura mono ou
multicamada, produzidos por extrusdo ou coextrusdo sdo usados no acondicionamento de
alimentos, com destaque para a poliamida 6 (PA-6), especialmente empregada no
acondicionamento de carnes e aves frescas e processadas, e queijos (HERNANDEZ et al.,
2000; SARANTOPOULOS et al., 2001; 2002). O emprego da PA-6 como embalagem
plastica para contato com alimentos ¢ permitido no Brasil, na Europa e nos Estados
Unidos. A PA-6 também estd autorizada para o uso em contato com alimentos pré-
embalados que serdo submetidos a irradiagdo (ANVISA, 1999; 2001; EC, 1999a; 1999b;
2002; FDA, 2005; 2006).

A caprolactama é o mondmero utilizado na fabricacdo de alguns tipos de
poliamidas, particularmente da PA-6 (ANVISA, 1999). Apos o processo de polimeriza¢io
parte do mondmero permanece na resina. Podem também estar presentes oligdmeros de
baixa massa molecular, além de aditivos e produtos de decomposicdo, entre outros
(BARKBY ¢ LAWSON, 1993; BEGLEY et al., 1995; NERIN, 1995; SOTO-VALDEZ et
al., 1997; POGORZELSKA e MIELNICZUK, 2001; BRADLEY et al., 2004; STOFFERS
et al., 2005). Todos estes compostos tém potencial para migrar para o alimento em contato
(MONTEIRO et al., 1996; 1999; CATALA ¢ GAVARA, 2002; MONTEIRO, 2005;
NASSER et al., 2005).

Existe uma preocupac¢do com danos a saude associados a utilizagdo de substancias
quimicamente ativas e, conseqiientemente, aos monomeros residuais, oligdmeros, aditivos
de embalagem plastica, etc., cuja exposi¢do esteja relacionada com a ingestdo desses

compostos quando ocorre a migra¢do da embalagem para o alimento em contato. A
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migracdo destas substincias pode representar um risco a saide humana, particularmente
durante a exposi¢do cronica, através do consumo de alimentos (DE FUSCO et al., 1990;
MONTEIRO et al., 1999; MONTEIRO, 2005; NASSER et al., 2005). No caso da
caprolactama, cujo limite de migragdo especifica ¢ de 15 mg/kg de alimento (ANVISA,
1999; EC, 2002), pouco se conhece sobre seu potencial de migragdo de embalagens de
poliamida usadas no Brasil para produtos carneos e queijos (FELIX et al., 2007; 2008).

A irradiagdo de alimentos é um processo alternativo ao tratamento térmico e
quimico, capaz de eliminar microrganismos e aumentar a vida de prateleira dos alimentos.
Seu emprego ¢ autorizado em mais de quarenta paises, para diversos tipos de alimentos. A
irradiacdo tem a vantagem adicional de poder ser utilizada em alimentos pré-embalados,
além de permitir o emprego de diferentes materiais de embalagem, particularmente da
embalagem plastica (CHMIELEWSKI, 2006). A aplicacdo de diferentes doses de radiagdo
depende da finalidade do uso. Doses entre 0,1-1 kGy podem estender o tempo de
amadurecimento de frutas e vegetais, e doses de 2-8 kGy sdo usadas para “pasteurizar a
frio” carnes e produtos carneos em geral, eliminando microrganismos patogénicos,
enquanto queijos devem ser tratados com doses maiores que 10 kGy. Doses mais elevadas,
entre 25-75 kGy, s@o usadas para esterilizagdo de alimentos pré-cozidos (TRS-409, 2002).
Contudo, paralelamente aos beneficios proporcionados aos alimentos, a radiagdo ionizante
pode provocar alteragdes nos polimeros, incluindo modificagdes nas propriedades
mecanicas, de barreira, na resisténcia térmica e no comportamento de migragdo, além de
produzir compostos de degradacdo de baixa massa molecular (BUREAU e MULTON,
1996; IAEA, 2002; CHMIELEWSKI, 2006).

O efeito da irradiacdo sobre a migracdo de componentes de embalagens de
alimentos ¢ de interesse de pesquisadores e da induastria de embalagens e de alimentos
devido a possivel redugdo dos niveis migrados (STOFFERS et al., 2004; ITO et al., 2005;
JEON et al., 2007; FELIX et al., 2008). Sua avalia¢io podera contribuir com informagdes
sobre embalagens mais adequadas a producdo de alimentos seguros e compativeis com a
crescente demanda por conveniéncia, frescor, facilidade e vida de prateleira estendida.

A determinacdo de substancias que migram das embalagens plésticas para os
alimentos e de substincias residuais presentes nas embalagens requer o emprego de
técnicas sensiveis, uma vez que tais substincias geralmente estdo presentes na ordem de
tragos e ultratracos (NERIN, 2002; MONTEIRO, 2005). A cromatografia gasosa com
detector de ionizacdo de chama (GC-FID) vem sendo muita usada para separar e

quantificar compostos volateis presentes em embalagens plasticas (POGORZELSKA e
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MIELNICZUK, 2001; BUCHALLA et al., 2002; STOFFERS et al, 2003). A
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC/MS) também tem sido
utilizada para identificar e quantificar compostos volateis obtidos por separagdo
cromatografica (MONTEIRO et al., 1996; 1998; 1999; NERiN, 2002; PARK et al., 2006),
uma vez que alia maior sensibilidade, indispensavel para compostos presentes em baixa
concentragdo, a identificacdo inequivoca. A maioria das técnicas cromatograficas exige
uma etapa prévia de preparo de amostras. Técnicas convencionais de extracdo de
compostos volateis fazem uso de solventes e/ou consomem muito tempo. A microextragdo
em fase sélida (SPME) tem sido considerada efetiva para extrair compostos volateis de
uma variedade de matrizes, incluindo polimeros e, aliada as técnicas cromatograficas, tem
sido empregada na identificacio de compostos volateis presentes em poliamida
(GRONING & HAKKARAINEN, 2001; 2004a; b) com a vantagem da rapidez,
simplicidade e reducgdo do uso de solventes.

Nesse sentido e, dado o desconhecimento sobre o potencial de migracdo da
caprolactama e dos compostos de degradacdo originados a partir da irradiagdo de filmes
multicamada contendo PA-6, torna-se imprescindivel a realizagdo de estudos que visem a
identificacdo, a quantificagdo e a avaliagdo do potencial de migragdo desses compostos.

Este trabalho teve como objetivo desenvolver e validar método analitico para avaliar
a migracdo da caprolactama de filmes multicamada contendo PA-6 para simulantes de
alimentos, e foi dividido em seis Capitulos. No Capitulo 1 foi apresentada uma revisao
sobre a embalagem plastica contendo PA-6, usada para acondicionar produtos carneos e
queijos, os aspectos de migracdo da caprolactama e os efeitos da irradiacdo sobre a
migragdo. O Capitulo 2 apresenta o desenvolvimento e a validagcdo de método analitico
para determinag@o de caprolactama em simulante de alimentos gordurosos. O Capitulo 3
aborda a migracdo de caprolactama de filmes multicamada contendo PA-6 para simulante
solucdo de 4cido acético 3% e a validacdo do método analitico. O Capitulo 4 apresenta o
desenvolvimento e a validagdo de método analitico para determinac¢do de caprolactama em
agua e solucdo de etanol 15% e a migracdo de caprolactama de filmes multicamada
contendo PA-6 para os simulantes de alimentos dgua, solucdo de etanol 15% e azeite de
oliva. O Capitulo 5 mostra o efeito da irradiacdo gama na migragcdo de caprolactama de
filmes multicamada contendo PA-6 para os simulantes agua, solug¢do de acido acético 3%,
solugdo de etanol 15% e azeite de oliva. Finalmente, o Capitulo 6 apresenta o estudo da
identificacdo e da migragcdo de compostos de degradacdo originados da irradiacdo de filmes

multicamada contendo PA-6 usados para produtos carneos e queijos.
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Cabe mencionar que as doses de irradiacdo empregadas neste trabalho para os
filmes usados para produtos carneos, 3 e 7 kGy, e para queijos, 12 kGy, foram
selecionadas visando atender ao protocolo TRS-490 (2002), que recomenda o uso de tais
doses com o objetivo de estender a vida de prateleira e pasteurizar “a frio” carnes, produtos

carneos € queijos.
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Objetivos

OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo desenvolver e validar método analitico para
avaliar a migragdo da caprolactama de filmes multicamada contendo poliamida 6 (PA-6)

para simulantes de alimentos.

Os objetivos especificos foram:

Obter informagdes a respeito da migracdo da caprolactama de embalagens contendo
PA-6 para o alimento em contato e do efeito da irradiacdo sobre a migragdo visando dar

suporte as pesquisas experimentais;

Desenvolver e validar método analitico para determinar caprolactama nos
simulantes de alimentos 4dgua destilada, solucdo de acido acético 3%, solugdo de etanol
15% e azeite de oliva utilizando cromatografia gasosa com detector de ionizacdo de

chama;

Estudar a migra¢do da caprolactama de filmes multicamada contendo PA-6,
utilizados no acondicionamento de produtos carneos e queijos, para os simulantes de

alimentos utilizando cromatografia gasosa com detector de ionizagao de chama;

Avaliar o efeito da irradiacdo sobre a migracdo da caprolactama de filmes
multicamada contendo PA-6, utilizados no acondicionamento de produtos carneos e

queijos, para os simulantes de alimentos;

Desenvolver e validar método analitico, utilizando microextracdo em fase solida e
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas para determinar compostos
volateis formados pela irradiagdo dos filmes multicamada contendo PA-6, utilizados no
acondicionamento de produtos carneos € queijos, assim como sua migracdo para o0s

simulantes dgua destilada e etanol 95%.
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RESUMO: As poliamidas s3o muito usadas como embalagem de alimentos,
principalmente devido a resisténcia mecanica, térmica, quimica e a gorduras, as boas
propriedades de barreira e por serem termoformaveis. Filmes mono ou multicamada
contendo poliamida 6 sdo usados especialmente no acondicionamento de produtos carneos
e queijos. A caprolactama, mondmero da poliamida 6, assim como oligomeros de baixa
massa molecular, aditivos, compostos de degradacdo, etc., também podem estar presentes
nas embalagens e tém potencial para migrar para o alimento em contato. O emprego da
poliamida 6 como embalagem plastica para contato com alimentos ¢ permitido no Brasil,
na Europa e nos Estados Unidos, estando também autorizado o uso para contato com
alimentos pré-embalados que serdo submetidos a irradiacdo. Apesar da baixa toxicidade, a
presenca de caprolactama em alimentos ¢ considerada indesejavel. A migragdo da
caprolactama de embalagens de poliamida para alimentos e simulante de alimentos tem
sido relatada em alguns estudos. Os niveis de caprolactama migrados variam dependendo
da composicdo da embalagem, do tempo e temperatura de contato, do tipo de simulante ou
alimento, etc. A migragdo de caprolactama de embalagens de poliamida irradiadas esta
ainda relacionada a dose de irradiacdo, mas de uma maneira geral, mostra tendéncia de

reducdo com o aumento da dose.

PALAVRAS-CHAVE: Embalagem pléstica, poliamida 6; caprolactama; migragdo,

irradiagdo.
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Introducio

Virios s3o os materiais empregados como embalagem de alimentos, entre os quais
se destacam o plastico, o vidro, o papel e o papeldo e as embalagens metalicas, que
apresentaram em 2006, participagdo de 31,5%, 6,6%, 38,4% e 21,5%, respectivamente, no
mercado de embalagens'.

As embalagens plasticas utilizam diferentes materiais poliméricos. Dentre os
polimeros mais utilizados, pode-se citar o polietileno (PE), o polipropileno (PP), o
poli(tereftalato de etileno) (PET), o policloreto de vinila (PVC), o poliestireno (PS) e a
poliamida (PA), entre outros. A PA ¢ muito usada como embalagem de alimentos por
oferecer elevada resisténcia mecancia, térmica, quimica e a gorduras, além de ser
considerada material com boa barreira a gases e aromas, ¢ ainda ser termoformavel'™ ®',

Esse trabalho apresenta uma revisd@o sobre o uso da PA-6 como embalagem de
alimentos, especialmente para produtos carneos e queijos, enfocando os principais aspectos
de legislacdo e toxicologicos, a migracdo de caprolactama e o efeito da irradiacdo sobre a

migracdo desse mondmero para os alimentos.

Uso da Poliamida como embalagem de alimentos

As PA s@o polimeros termoplasticos que cont€ém um grupo amida como parte da
cadeia, sendo nylon seu nome genérico e nailon seu nome comercial no Brasil*® .

A familia das PA ¢ bastante extensa destacando-se, para o0 uso no
acondicionamento de alimentos, as PA-6, PA-66, PA-11, PA-12 e mais recentemente os

copolimeros de PA, entre outras™ " °!

(Tabela 1). A PA-6 ¢ produzida pela polimerizacdo
do mondmero caprolactama (Figura 1). A PA-66 ¢ produzida pela reacdo de
hexametilenodiamina e 4cido adipico e a PA-11 ¢ produzida pela condensagdo de acido 11-
amino undecandico™ ®'. A PA-12 é produzida pela policondensacio da dodecanolactama®.
O mondmero caprolactama € ainda usado no processo de fabricacdo de outras PA, como no
caso da PA-6/12, PA-6/6T/6] e PA-6/66°. Durante o processo de polimerizacdo da
caprolactama para a producdo da PA, parte do mondmero empregado permanece na resina,
j4 que a polimerizagdo ndo é completa” ',

As propriedades das PA estdo associadas a sua estrutura polimérica, que resulta da
matéria-prima utilizada para sua producdo. Como embalagens de alimentos, as PA sdo

mundialmente utilizadas, sobretudo devido a alta resisténcia a tenacidade, ao impacto, a
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flexd@o, a perfuracdo e a abrasdo, a boa resisténcia térmica, quimica e a gorduras, por serem
termoformaveis, além de possuirem boas propriedades de barreira a gases e aromas'> " °'.
As PA si3o muito permedveis ao vapor d’agua e a umidade absorvida exerce efeito
plastificante no polimero, promovendo alteragdes nas propriedades mecanicas e nas
propriedades de barreira, com consideravel aumento de permeabilidade ao oxigénio®".

A maior aplicagdo das PA ¢é na forma de filmes, como componente unico ou em
estruturas de multicamada®. Os filmes podem ser produzidos por extrusdo ou coextrusio e
por ambos 0s processos podem ser mono ou biorientados. Os filmes ndo orientados sdo
usados para termoformagdo. As PA sdo usadas em filmes multicamada coextrusados, ou
laminadas a poliolefinas, a copolimeros de etileno e acetato de vinila (EVA) ou a
ionémeros®'.

Filmes de PA tém sido muito empregados como embalagens a vacuo e com

atmosfera modificada para carnes e aves frescas e processadas, além de queijos, € como

embalagens tipo cook in para carnes e aves processadas®.

Carnes e aves

Carnes ¢ aves frescas e processadas necessitam que a embalagem ofereca
resisténcia mecanica, boa barreira a gases, a aromas, a gorduras e ao vapor d’agua, visando
minimizar a oxidagdo de gorduras, a descoloracdo, a desidrata¢do superficial e os danos
provocados por abrasdo e perfuracdo, além da perda de aromas, no caso de carnes e aves
processadas, preservando as caracteristicas sensoriais desenvolvidas no processamento®.
Todos esses aspectos devem ser contemplados para que se possa estender a vida de
prateleira de carnes e aves frescas e processadas, e dispor de produtos de boa qualidade.

A embalagem a vécuo altera a atmosfera gasosa ao redor da superficie do produto
retardando o crescimento de bactérias deteriorantes e a oxida¢do de gorduras devido a
reducdo do nivel de oxigénio presente™. PA mono e multicamada tém sido empregadas em
embalagens a vacuo de carnes e aves frescas e processadas por apresentar boa propriedade
de barreira a gases, principalmente ao oxigénio, boa barreira a gorduras e a aromas, além
de conferir alta resisténcia mecanica, neste caso, a perfuracdo, o que é um requisito
importante no acondicionamento de cortes de carnes e de aves com ossos embaladas a
vacuo. Paralelamente, as boas caracteristicas de termoformagdo dos filmes de PA

proporcionam a adesdo da embalagem ao produto minimizando a exudacdo de liquidos®.
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A embalagem com atmosfera modificada utiliza mistura gasosa de CO; e Ny, reduz
ou exclui o O,, dependendo do produto, retardando o desenvolvimento microbiano, a
descoloragdo e a rancificacdo. A PA também tem sido muito usada para carnes e aves
frescas e processadas embaladas com atmosfera modificada, oferecendo boas propriedades
de barreira e resisténcia mecanica. Em embalagens de transporte tipo masterpack (produto
pré-embalado, colocado dentro de embalagem de transporte) com atmosfera modificada e
em bandejas seladas para por¢des de varejo, a PA pode ser empregada por conferir baixa
permeabilidade a gases, alta resisténcia a perfuragdo e caracteristica de termoformagio®.

O cozimento do produto dentro da embalagem plastica, conhecido como cooK in, ¢
muito usado na fabricacdo de presunto cozido ¢ apresuntados, além de roast beef e
produtos a base de aves, entre outros. O cozimento do produto ja acondicionado em uma
embalagem a vacuo reduz a exudacgdo de liquidos, melhora o sabor, o aroma, a textura, a
aparéncia e retém nutrientes, além de impedir a perda de peso, com a conveniéncia
adicional da possibilidade de reaquecimento do produto na propria embalagem. As
estruturas utilizadas no sistema cook in combinam PA ¢ ion6mero tanto no corpo quanto na
tampa. No caso de envoltdrios (casings), normalmente sdo usadas estruturas coextrusadas
de PA. Estruturas multicamada com filme a base de PA-6, PA-66, PA-12 ¢ PA MXD-6 sao
usadas como embalagens para produtos carneos tais como mortadela, presunto, salsicha,
entre outros, que s3o submetidos a algum tipo de tratamento térmico apos
acondicionamento na embalagem para promover seu cozimento>>. Embalagens contendo
PA-6 e PA-66 tipo microwave and roasting bags (MRB), oven roasting bag e boil-in-the-
bag usadas nos processos roast-in-the-bag onde o alimento pode ser aquecido, cozido ou
assado na propria embalagem em fornos de microondas ou fornos convencionais, também
vém sendo usadas” '* ** **. A PA ¢ um dos poucos polimeros que pode acondicionar
alimentos diretamente para o cozimento, pois é termorresistente, tem capacidade de reter

exudados e permite que a carne fique dourada.

Queijos

O emprego de uma embalagem adequada no acondicionamento de queijos aliado as
boas praticas de processamento pode proteger o alimento contra contamina¢do microbiana,
rancificagdo, desidratagdo superficial, alteragdo de sabor/aroma e danos mecanicos
provocados durante o transporte e/ou armazenamento. Sacos de filmes coextrusados, tipo

PA/PE (polietileno) termosselados e termoformados tém sido empregados para o
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acondicionamento de queijos frescos como minas frescal e ricota, queijo processado como
o requeijdo e para queijo duro como o parmesdo. A PA ¢ empregada por apresentar boa
barreira a gases, previnindo o crescimento de fungos e retardando a oxidacdo de gorduras,
o que ¢ reforcado por sua resisténcia a gordura. Além disso, para o requeijao, a embalagem
deve manter-se estavel e sem deformagdes durante o acondicionamento a quente, o que
torna a PA uma boa op¢do de uso por ser termorresistente. Outro exemplo é o queijo
parmesdo em pedacos, que tem sido embalado a vacuo em embalagens de PA, com o
objetivo de evitar o desenvolvimento de fungos na superficie e de oferecer resisténcia
mecanica®.

Queijos macios como roquefort e gorgonzola sdo acondicionados em embalagens
plasticas rigidas termoformadas e termosseladas em estruturas contendo PA/PEBD
(polietileno de baixa densidade). Neste caso, a PA ¢ utilizada por ser termoformavel e por
oferecer boa barreira a gases, especialmente ao oxigénio, uma vez que o fungo Penicillium
roqueforti encontrado nestes tipos de queijos, cresce em baixas concentracdes de O; ¢ a
presenca de CO, parece estimular seu crescimento®.

Queijos semi-duros como prato e filados como mussarela tém sido acondicionados
em embalagens multicamada de PA. No Brasil, estes queijos também estdo sendo
embalados a vacuo em embalagens flexiveis termoformadas, cuja estrutura do filme de
fundo e do filme para tampa combina PA com outros materiais. A PA também tem sido
aplicada em embalagens com atmosfera modificada, em sacos ou bandejas flexiveis
direcionadas ao uso doméstico e institucional para estes tipos de queijos. Em todos casos, a
PA ¢ utilizada devido a sua propriedade de barreira a gases e gorduras, além de sua
caracteristica de termoformacgdo. A redugdo de O, no interior da embalagem ¢ capaz de
aumentar a vida de prateleira destes queijos, protegendo contra o desenvolvimento de

. . , » 60
microrganismos na SquI'flCle .

Aspectos de legislacio

O controle e a regulamentacdo de materiais plasticos empregados na elaboracao de
embalagens e equipamentos destinados ao contato com alimentos e bebidas no Brasil sdo
realizados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). A Resolugdo n° 105,
de 19 de maio de 1999, em vigor, estabelece os regulamentos técnicos sobre as disposicdes

gerais para embalagens e equipamentos plasticos em contato com alimentos®.
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As restrigdes ao uso de substancias quimicas nas embalagens plésticas sdo feitas em
trés niveis: listas positivas, limite de composi¢do e limites de migracdo global (LMG) e
especifica (LME). As listas positivas contém as substancias (resinas, polimeros e aditivos)
permitidas para uso, dentre as quais estdo as PA. O limite de composi¢do expressa a
quantidade maxima destas substancias que pode estar presente na embalagem plastica e os
LMG e LME representam a quantidade méaxima que pode migrar para o alimento em
contato®.

O LMG estabelecido pela legislacdo Brasileira ¢ de 50 mg/kg de simulante para
embalagens e equipamentos com capacidade igual ou superior a 250 mL, ou para
embalagens e equipamentos em que ndo seja possivel estimar a area da superficie em
contato, ou ainda para embalagens e equipamentos com elementos de vedagdo ou objetos
de area pequena. J4 para embalagens e equipamentos com capacidade inferior a 250 mL e
material plastico genérico, o LMG ¢ de 8 mg/dm” de area de superficie da embalagem. No
caso da PA ¢ importante considerar que foram estabelecidos LME apenas para alguns
compostos utilizados na fabricacdo de PA destinadas ao contato com alimentos (Tabela 2),
e que o LME estabelecido para caprolactama em resinas e embalagens de PA ¢ 15 mg/kg
de alimento ou de simulante de alimentos™ .

A legislagdo da Unido Européia controla e regulamenta a embalagem plastica em
contato com alimentos pelas Diretivas da Unido Européia. O controle e regulamentagdo
das substancias também compreendem trés niveis de restri¢do: listas positivas, limite de
composicdo e LMG e LME. A Diretiva 90/128/CEE, chamada Diretiva dos Plasticos,
estabelece o conceito de migracdo global e fixa os mondmeros e substincias de partida que
podem ser usados na fabricagdo de plasticos em contato com alimentos. O limite de
migragdo global adotado pela Unido Européia ¢ de 60 mg/kg de alimento ou simulante, ou
10 mg/dm® de 4rea de contato. A Diretiva 1999/91/CEE de 23 de novembro de 1999
contém as listas positivas e os LME. Estas Diretivas sofreram atualizagdes que
posteriormente foram revogadas, sendo a Diretiva 2002/72/CE a que estd atualmente em
vigor™ .

Nos Estados Unidos as substancias quimicas usadas em polimeros em contato com
alimentos sdo regulamentadas pela Food and Drug Administration (FDA). As restri¢cdes da
FDA estdo baseadas nos limites maximos de substincias quimicas para uso na formulagéo
de determinado material polimérico. A permissdo para o emprego destas substancias
quimicas ¢ determinada através de testes toxicoldgicos e pela exposi¢cdo esperada através

da ingestdo didria baseada em estudos de migracdo. Com base nesses testes, apenas 0s

18



Capitulo 1

materiais que apresentem risco aceitavel ao consumidor sdo permitidos pela FDA. Além
disso, também ¢ utilizado o limiar de regulamentacdo (threshold of regulation) aplicado a
substancias quimicas para as quais os niveis de migra¢do resultem numa exposi¢do que nao
exceda 0,5 pg de substancia/kg da dieta diaria (menor que 1,5 pg/pessoa/dia), eliminando a
necessidade de regulamentagdo para a substincia quimica. Para se determinar se uma
substancia preenche os requisitos necessarios para isen¢cdo da necessidade de
regulamentagdo, sdo necessarias as seguintes informacdes: composi¢do quimica da
substancia, condi¢des detalhadas de uso proposto para a substancia, tipo de alimento com o
qual a substincia entrard em contato, dura¢do do contato e se o material de embalagem ou
equipamento sofrera ou nio uso repetido®.

A ANVISA também ¢ o orgdo responsavel pela regulamentacdo da irradiacdo de
alimentos. De acordo com a Resolu¢do RDC n° 21, de 26 de janeiro de 2001, radiagcdo
gama, beta ou raio-X podem ser empregados, em doses controladas, em qualquer alimento
j& embalado com finalidade sanitaria, fitossanitaria e/ou tecnologica. A dose maxima deve
ser inferior aquela que comprometa as propriedades funcionais e/ou sensoriais do alimento.
A embalagem deve ser apropriada para o procedimento de irradiagdo e estar de acordo com
a legislagdo vigente™ .

Também nos Estados Unidos, a FDA autoriza a irradiacdo de alimentos embalados
e lista os materiais permitidos para uso, dentre os quais estd a PA**. Na Uniéo Européia, o
emprego de materiais de embalagem adequados e a lista de alimentos e ingredientes que

podem ser tratados por radiacio ionizante também estdo regulamentados’" %%,

Aspectos toxicologicos

Existe uma preocupag¢do com possiveis danos a saude associados a utilizagdo de
substancias quimicamente ativas e, conseqiientemente, a componentes de embalagens
plasticas. No caso dos mondmeros residuais, oligdmeros, aditivos de embalagens plésticas,
etc., a exposicdo estd relacionada com a ingestdo desses compostos quando ocorre a
migragdo das embalagens para os alimentos em contato * °* °* . A migracdo destas
substancias pode representar um risco a saude humana, particularmente durante a
exposicdo cronica, através do consumo de alimentos'.

A literatura a respeito da avaliagdo toxicologica de componentes de embalagens
plasticas para alimentos e bebidas ¢ escassa. Segundo Fergunson ¢ Wheeler™ a exposi¢io

ao pd ou vapor da caprolactama em concentragcdes variando de 10 a 100 ppm pode
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provocar irritagdo transitdria da pele, olhos, nariz e es6fago em humanos®. Os limites
aceitdveis para exposi¢do a caprolactama sdo de 1 mg/m3 para o po e 20 mg/m3 para o
vapor®. Outros estudos descreveram que a inalagio de 120 a 150 mg/m’ de caprolactama
por 24 dias pode alterar a fun¢do dos rins, das gonadas e dos sistemas nervoso e
respiratorio’’, além de poder reduzir a fertilidade em ratos*®. Quando a caprolactama foi
administrada intraperitonealmente em ratos, nas concentragcdes de 350 a 600 g/kg de peso
corpodreo, foi capaz de causar tremores, convulsdes, reducdo da temperatura e sangramento
dos olhos, tendo também sido observada sua excrecdo pela urina, na forma de lactama e de
aminoacido™.

A baixa toxicidade da caprolactama em humanos foi em parte atribuida a sua rapida
excrec¢do, de acordo com experimentos descritos por Gross®® utilizando ratos, que também
relatou a hepatotoxicidade causada pela 4-hidroxicaprolactama, um dos metabdlitos da
caprolactama. Sintomas como fraqueza, irritabilidade, dores de cabeca e insonia, e
diagnodsticos de neuroses, neurastenia e rapida alteragdo de humor foram relacionados a
exposicdo excessiva & caprolactama em trabalhadores de industrias Russas™.

A caprolactama ndo demonstrou ser carcinogénica e teratogénica para ratos-F344 e
carcinogénica para camundongos-B6C3F1, sob as condicdes do bioensaio de
carcinogénese, quando administrada na dieta alimentar contendo 3.750, 7.500 e 15.000
ppm de caprolactama para ratos-F344 e camundongos-B6C3F1, respectivamente, por 103
semanas. Nenhuma evidéncia de lesdes neoplasicas ou ndo-neoplasicas associadas com a
administracdo oral de caprolactama foi demonstrada nas andlises histopatoldgicas destes
animais™".

Segundo Pogorzelska e Mielniczuk™, a caprolactama apresenta propriedades
toxicas, ndo tendo mostrado, entretanto, de acordo com Fisher e Crescentini”, acao
mutagénica as bactérias (Teste de Ames e outros) e as células ovarianas de hamsters,
embora Kulkarni e Kanekar'’ tenham relatado sua agdio genotoxica, enquanto Sheldon®
demonstrou que a caprolactama provocou danos cromossdmicos e aneuploidia nos
linfocitos humanos num ensaio citogenético in Vvitro. De acordo com relatos da
International Agency for Research on Cancer (IARC)* a caprolactama ndo foi mutagénica
para roedores in vivo. Por outro lado, os resultados da transformagdo morfologica em
células mamarias foram inconclusivos. Ainda, a caprolactama foi considerada mutagénica
nas células somaticas e em menor grau nas células germinativas em Drosophila

melanogaster*.
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Serota et al.** avaliaram o efeito toxico da caprolactama em ratos-F344 fémeas e
machos que foram alimentados com dieta contendo caprolactama nas concentragdes de
1000, 5000 e 10.000 mg/kg durante trés gera¢des. Também foi avaliado um grupo
controle, sem caprolactama. A média do peso corpdreo e consumo de alimento foram
reduzidos em ambas as geragdes nas concentracdes de 5000 e 10.000 mg/kg. O peso
corporeo da prole foi também reduzido nestas concentracdes. Um pequeno aumento na
severidade da nefropatia espontinea foi observado em exame histopatoldgico de machos
nos grupos de altas doses da primeira geracdo. Nenhum efeito adverso foi notado com
concentragdes de 1000 mg/kg. A dose de 50 mg/kg/dia foi escolhida como NOAEL (dose
que ndo produz efeitos adversos) e serviu de base para estabelecer a RfD (dose de
referéncia para exposi¢do oral cronica) em 0,5 mg/kg p.c./dia para humanos.

De acordo com a TARC, embora a caprolactama esteja inserida no Grupo 4 ¢
classificada como provavelmente ndo carcinogénica para humanos®, sua presenca em

alimentos ¢ ainda considerada indesejavel.

Migracido de caprolactama de embalagens de poliamida para alimentos e/ou

simulantes de alimentos

As embalagens plasticas podem conter pequenas quantidades de mondmeros
residuais e oligdmeros de baixa massa molecular formados durante o processo de produgdo
da resina, além de aditivos, residuos relacionados ao processo de conversdo dos plasticos,
compostos de degradacao, etc. Todos esses compostos possuem potencial de migragdo para
o alimento em contato e, dependendo das condi¢des de uso, como tempo e temperatura de
contato, tipo de alimento ou simulante, entre outras, poderd resultar em alteracdes
sensoriais e toxicologicas'®>".

A literatura disponivel sobre a migracdo de caprolactama de embalagens de PA
produzidas no pais para alimentos e simulantes ¢ ainda restrita. Particularmente, para
produtos carneos e queijos acondicionados em filmes multicamada contendo PA-6, os
trabalhos disponiveis foram desenvolvidos pelo nosso grupo de pesquisa’®.

Barkby e Lawson’ quantificaram caprolactama e oligdmeros de dois filmes de PA-
6, usados em embalagens tipo boil-in-the-bag, na agua em ebuligdo depois de 1h de

contato. Os niveis de caprolactama migrada foram 260 pg/cm” para o filme de 15 pm de

espessura e 1800 pg/cm? para o filme de 80 pum.
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Begley et al.'’ avaliaram mondmeros e oligdbmeros de embalagens de PA tipo
roasting bag (PA-6 e PA-66), usadas para o aquecimento de alimentos em forno
convencional e sua migra¢do para simulante gorduroso (Miglyol 812) por 30 minutos de
contato a 176°C. A caprolactama que migrou da embalagem de PA para Miglyol 812 foi
em média 0,98 ng/g de simulante.

Soto-Valdez et al.** determinaram compostos de embalagens MRB e sua migraco
para azeite de oliva a 175°C por 1 h. A migragdo da caprolactama da embalagem para o
simulante foi de 60 pg/dm?.

Gramshaw ¢ Soto-Valdez’® estudaram a migracdo de caprolactama de embalagens
MRB para carne, pele e exudado de frango assado a 200°C por 2 h em forno convencional.
A migragdo de caprolactama variou entre 2,5-4,0 e 2,5-6,7 ng/g de exudado e pele de
frango, respectivamente. Ja a migracdo da caprolactama para a carne e para o frango inteiro
desossado foi de 1,3 e 1,4 pg/g de alimento, respectivamente.

Pogorzelska e Mielniczuk™® relataram a migragio da caprolactama de filmes de PA
mono e multicamada, laminados de PA/PE, PA granulada, envoltorios de PA para
embutidos, dentre outros, para simulantes de alimentos como agua destilada, solug¢do de
acido acético 3%, solucdo de etanol 15% e 95% e azeite de oliva. A migracdo da
caprolactama, considerando os varios tipos de PA utilizadas, variou de 0,2-56,6 mg/kg para
agua destilada, de 6,0-48,6 mg/kg para solugdo de 4cido acético 3%, de 6,3-46,5 mg/kg
para solucdo de etanol 15%, de 6,4-42,7 mg/kg para solugdo de etanol 95% e de 1,5-3,8
mg/kg para azeite de oliva.

Caprolactama foi quantificada em alimentos embalados em casings para salsicha
processadas termicamente dentro da embalagem, em filmes de PA usados para embalar
alimentos refrigerados como o bacon, e em pouches (bolsas) laminados com PA/PE, para
aquecimento do alimento pelo proprio consumidor. O nivel de migracdo esteve na faixa de
0,8 a 13 mg/kg'".

Stoffers et al.®’ avaliaram a migracdo de caprolactama de filmes mono e
multicamada de PA-6/PA-12 ¢ PA-6 obtendo 0,002 a 0,02 mg/dm2 e0,3a2,5 mg/dmz,
para dgua e azeite de oliva apos contato de 2 h/100°C, respectivamente.

Felix et al.”® quantificaram a migra¢do de caprolactama de filmes multicamada
contendo PA-6, usados para acondicionamento de produtos carneos e queijos, para

simulante solu¢d@o de acido acético 3%, que variou entre 6,9 e 10,5 mg/kg de simulante.
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Irradiacio de alimentos e de embalagens de alimentos e seus efeitos sobre a migracgao

de caprolactama

A radiagdo ionizante proveniente de raios gama, raios-X e ultravioleta, e de
aceleradores de elétrons vem sendo amplamente utilizada na conservagdo de alimentos em
paises industrializados'’. A irradiacio ¢ capaz de inativar e destruir microrganismos
presentes nos alimentos, interromper sua germinagdo e eliminar parasitas'>**® A aplicac¢io
de diferentes doses de radiagdo depende da finalidade do uso. Doses entre 0,1-1kGy podem
estender o tempo de amadurecimento de frutas e vegetais, e doses de 2-8 kGy sdo usadas
para “pasteurizar a frio” carnes e produtos carneos em geral, eliminando microrganismos
patogénicos. Doses mais elevadas, entre 25-75 kGy, sdo usadas para esterilizacdo de
alimentos pré-cozidos®'.

Os materiais de embalagem podem ser irradiados antes ou apds o
acondicionamento do alimento. A irradiacdo de alimentos pré-embalados visa evitar a
recontamina¢do microbiana. Carnes processadas, molhos para salada, gelatina e suco de
frutas, vinhos, manteiga e outros produtos lacteos tém sido submetidos a irradiagdo e os
materiais de embalagem usados sdo considerados criticos para o controle das industrias de
alimentos. Filmes plasticos laminados a folha de aluminio sdo irradiados para uso como
embalagem bag-in-the-box de molho de tomate, suco de frutas e vinhos. Outros materiais
usados como envoltdrio, para recobrimento e para embalagem asséptica de alimentos
também sdo usualmente irradiados. O processo de irradiagdo também pode ser empregado
para aumentar a reticulacdo da cadeia polimérica de forma a aumentar a resisténcia a
mecénica e ao aquecimento, e para produzir embalagens com caracteristicas especiais
como os filmes retrateis. De maneira geral, o material de embalagem deve ser compativel
com a irradiagdo e com o alimento, e ndo deve sofrer modificagdes em suas propriedades
nem produzir substincias toxicas que possam ser transferidas aos alimentos quando
irradiados nas doses requeridas'’.

Alguns tipos de material de embalagem s@o aprovados pela FDA para irradiagdo de
alimentos, dependendo da dose e do tipo de radia¢do ionizante, e desde que atendam as
exigéncias do limiar de regulamenta¢do e da premarket notification”. Papel kraft, papel
com cobertura de parafina, celofane, PA-11 e estruturas multicamada contendo PET,

copolimeros de etileno e cloreto de vinila (PVDC) e filmes de poliolefinas podem ser

* . , . ~ .
Certificado pré-mercado: Autorizagdo que as empresas precisam para langar um produto no mercado
americano, neste caso, o material de embalagem em contato com alimento, que sera irradiado.
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empregados quando doses de até 10 kGy de radiagdo gama forem usadas. Filmes
multicamada contendo PE, PA-6, PET e copolimeros de cloreto de vinila e 4lcool vinilico
(PVC/VA) podem ser submetidos a radiagdo gama e raios-X em doses até 60 kGy,
enquanto copolimeros de EVA sdo autorizados para “pasteurizacio a frio”, em doses de até
30 kGy'".

Foi demonstrado que a irradiagcdo pode promover a redu¢ido da migragdo de aditivos
de embalagens dependendo do polimero e da dose empregada™ & 2 3% 3% 43. 44, 45, 48. 66
Contudo, parece ndo existir reducdo significativa na migracdo global, uma vez que, com a
irradiacdo da embalagem ocorre formacdo de compostos de degradacdo que também
podem migrar para o alimento em contato ** ®* °* Adicionalmente, tem sido verificada a

. o . , : e~ 7,858
formacdo de compostos volateis em diferentes polimeros devido ao uso da irradiagao™ ™ ™

66, 68

Alguns trabalhos relataram modificagdes em embalagens de PA apds irradiagio,
assim como alteragdes na concentragdo da caprolactama no polimero. Yagoubi et al.®’
observaram que doses de 25, 50 e 100 kGy formaram acido aminocaproico, embora a

concentragdo de caprolactama ndo tenha sido alterada. Buchalla et al.">'*

verificaram que
a pentanamida foi o principal produto da radidlise de filmes de PA-6 irradiados com doses
de 25 e 50 kGy, embora formamida, acetamida, propanamida, butanamida e hexanamida
também tenham sido formadas. Demertzis et al.”* observaram que filmes de PA irradiados
com 44 kGy ndo apresentaram diferenca significativa em relacdo a forma¢ao de compostos
de degradagio em funcdo da irradiagdo. Goulas et al** observaram diferencas
significativas (p<0,05) na migragdo global de filmes de PEBD/PA/londmero para
isooctano e solucdo de acido acético 3%, que foram submetidos a radiacdo gama (5, 10 e
30 kGy), sendo que niveis maiores que 10 mg/dm” migraram para o simulante solu¢do de
acido acético 3%. Doses de radiacdo gama de 5 e 10 kGy empregadas em garrafas
contendo PEAD e PA, ndo apresentaram diferencas significativas (p>0,05) na migragdo
global (<10 mg/dm®) para dgua destilada, solugio de acido acético 3% e isooctano>.
Stoffers et al.®® verificaram que o nivel dos mondmeros e oligdmeros de baixa massa
molecular de filmes de PA-6 e PA-12 nao foram afetados pela radiagdo gama (0-54 kGy), e
que além dos hidrocarbonetos alifaticos Cy e Cjo, outras substincias volateis formadas
durante a irradiagdo foram detectadas. Segundo Park et al.”®, a irradiagdo de filme de PA-6
com dose de 5 kGy aumentou o nivel de caprolactama de 70,76 mg/kg de embalagem (néo-
irradiada) para 164,10 mg/kg de embalagem (irradiada). Com doses entre 5 ¢ 200 kGy a

concentrag@o de caprolactama permaneceu entre 122 e 164 mg/kg de embalagem.
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Entretanto, embora o efeito da irradiacdo sobre a migracdo de componentes de
embalagens de alimentos venha sendo pesquisado, poucos estudos a respeito da migragao
de caprolactama de embalagens de PA irradiadas tém sido encontrados. O efeito da
irradiacdo na migragcdo de caprolactama de filmes multicamada contendo PA-6 para
simulantes de alimentos foi descrito por Félix et al.”’. Foi verificado que a caprolactama
migrou dos filmes ndo irradiados para o simulante dgua destilada. Para os filmes usados
como embalagem de produtos carneos a migracdo foi de 10,22 a 12,96 ng/g de simulante,
enquanto para os filmes usados como embalagem de queijos, de 7,52 pg/g de simulante. A
caprolactama migrou dos filmes irradiados (3, 7 e 12 kGy) e ndo-irradiados (0 kGy) para o
simulante solu¢do de etanol 95%. Para os filmes usados como embalagem de produtos
carneos, o nivel de caprolactama esteve na faixa de 9,43 a 10,01 pg/g de simulante para os
filmes ndo-irradiados, e de 6,11 a 8,99 pg/g de simulante, para os filmes irradiados. Os
filmes usados como embalagem de queijos, ndo irradiados e irradiados com 12 kGy,
apresentaram niveis de caprolactama de 7,68 ¢ 6,97 ug/g de simulante, respectivamente. A
migracdo da caprolactama dos filmes usados como embalagem de produtos carneos foi
reduzida com o aumento da dose de irradiacdo de 0 kGy para 3 kGy, e se manteve
praticamente a mesma até a dose de 7 kGy, enquanto que para os filmes usados como
embalagem de queijos, os niveis de migracdo da caprolactama diminuiram com a

irradiagdo.

Consideracoes finais

Embalagens de PA s3o muito usadas para acondicionar alimentos, especialmente
produtos carneos e queijos. Varios compostos presentes na embalagem podem migrar para
o alimento em contato, como a caprolactama, mondmero da PA-6, cujo limite de migragdo
especifica é de 15 mg/kg de alimento ou simulante. Embora o emprego da PA-6 seja
autorizado para contato com alimentos e também para contato com alimentos pré-
embalados que serdo submetidos a irradiacdo, a presenca da caprolactama nao ¢ desejavel e
o limite de migracdo especifica deve ser respeitado. A migracdo da caprolactama de
embalagens de PA para alimentos e simulante de alimentos varia dependendo da
composi¢do da embalagem, das condi¢des de contato e do tipo de alimento ou simulante,
assim como a migracdo de caprolactama das embalagens irradiadas, que dependem
adicionalmente da dose de irradiacdo, embora mostre tendéncia de redu¢do com o aumento

da dose.
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ABSTRACT: Polyamides are widely used as food packaging, mainly due to the mechanical,
thermal, chemical and fat resistance, good barrier and thermoforming properties. Mono or
multilayer polyamide 6 films are used especially for meat foodstuffs and cheese.
Caprolactam, the monomer of polyamide 6, as well as low molecular mass oligomers,
additives, degradation compounds, etc., may also be present in the packaging and have
potential to migrate into food in contact. The use of polyamide 6 as plastic packaging for
food contact is permitted in Brazil, Europe and USA. The polyamide 6 is also allowed for
contact with pre-packaged food that will be submitted to irradiation. Despite its low
toxicity, the presence of caprolactam in foods is considered undesirable. The caprolactam
migration from polyamide packaging into food and food simulants has been reported in
some studies. The levels of caprolactam migration vary depending on the packaging
composition, time and temperature of contact, kind of simulant or food, etc. Caprolactam
migration from irradiated polyamide packaging is still related to the dose of irradiation,
although in a general way, it shows tendency of reduction with the increase of irradiation

dose.

KEYWORDS: Plastic packaging, polyamide 6, caprolactam, migration, irradiation.
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FIGURA 1 - Estrutura da caprolactama.
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Tabela 1 - Tipos de poliamida usadas como embalagens de alimentos.

Tipos de poliamida Compostos
PA-6 Caprolactama
PA-6/12 Caprolactama e laurolactama
PA-6/66 Hexametilenodiamina, acido adipico e caprolactama
PA-6/6T Hexametilenodiamina, acido adipico e acido tereftalico
PA-61/6T Hexametilenodiamina, acido tereftalico e acido isoftalico
Caprolactama, 4cido adipico, Q-1,6-diamino-2,2,4-trimetil-
PA-6/6T/61 hexano, 1,6-diamino-2,2,4-trimetil-hexano e 1-amino-3-
aminometil-3,5,5-trimetil-ciclohexano
PA-11 Acido Q-amino undecanédico
PA-12 Laurolactama
PA-12T Laurolactama, 4cido isoftalico e bis(4-amino-3metil
ciclohexil) metano
PA MXD-6 Acido adipico e 1,3-benzenodimetano amina

PA MXD-6 modificada
para o impacto

PA-66

PA-610
PA-611
PA-612

Acido adipico e 1,3-benzenodimetano amina e T3-0-(3-
amino propil) Q-(3-aminopropoxi) polioxietileno

Hexametilenodiamina e acido adipico
Hexametilenodiamina e acido sebacico
Hexametilenodiamina e acido Q-amino undecandico

Hexametilenodiamina e dcido dodecanodiodico

Fonte: ANVISA, 1999.
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Tabela 2 - Limite de migragdo especifica estabelecidos para compostos utilizados na

fabricacdo de PA destinadas ao contato com alimentos.

LME .
Compostos Tipos de PA
P (mg/kg) P

Acido tereftalico 7,5 PA-12T, PA-61/6T, PA-6/6T
Acido Q-amino undecandico 5 PA-11, PA-611
1,3-Benzenodimetanamina 0,05 PA MXD-6, PA MXD-6 modificada para o impacto
Caprolactama 15 PA-6, PA-6/6T/61, PA-6/12, PA-6/66
q dilenodiami 24 PA-66, PA-6/66, PA-6/6T, PA-612, PA-611, PA-

exametilenodiamina , 610, PA-6L/6T

Fonte: ANVISA, 1999.
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DESENVOLVIMENTO E V@LIDAC»&O DE METODO ANALITICO
PARA DETERMINACAO DE e-CAPROLACTAMA EM
SIMULANTE DE ALIMENTOS GORDUROSOS*

BRESUMO: A g-caproluctama é o mondmero utilizado na
fabricagio da poliamida 6, empregada como embalagem de
alimentos, especialmente produtos cameos ¢ queljos. Apos
a polimerizaciio, parte do mondmero pode permanecer na
resina e posteriormente poderd migrar para o alimento com
o qual entrard em contato, Este trabalho teve como objetivo
desenvolver e validar método analitico para determinar §5-
caprolactama no azeite de oliva, visando subsidiar futures
estudos de migragio de e-caprolactama de embalagens
contendo poliamida 6 usadas no acondicionamento de
produtos cimeos ¢ de queijos, que apresentam alio teor de
gordura. A téenica utilizada foi a cromatografia gasosa,
empregando e-caprolactama como padrio analitico e
2-azociclononanona como padriio mterno. O intervalo de
linearidade obtido foi 0,20 a 1062, 34ug/z, com coeficiente
de correlagio 0,99993, Os limites de detecgiio ¢ de
quantificacio do método foram 0,10ng ¢ 0,20ng,
respectivamente. A precisio do método revelou valores de
coeficientes de variagio menores que 3,8%, enquanto a
exatidio do método apresentou valores de recuperagio entre
88,6 e 112,0%, além de coeficientes de variagdo menores
que 3,8%. O método desenvolvido e validado podera ser
empregado para dosar os niveis de g-caprolactama migrados
para o simulante azeite de oliva em contato com poliamida 6.

B PALAVRAS-CHAVE: Poliamida; g-caprolactama;
validagtio de método analitico; cromatografia gasosa.

INTRODUCAO

A poliamida 6 (PAG) & produzida pela polimerizagio
do mondmero g-caprolactama.’ Durante o processo de
polimerizagio, parte do mondmero empregado pode
permanecer na resina, ja que a polimerizagfo néo é completa.
Podem também estar presentes oligdmeros e outros

Juliana Silva FELIX®

Marisa PADULA®®

José Eduardo MANZOLJ#eee
Magali MONTEIRO**

compostos de baixa massa molecular, aditivos, compostos
de degradaciio, entre outros, que podem migrar para o
alimento em contato.’ ==

A PAG ¢ muite usada como embalagem de alimentos.
Sua maror aplicagio ocome na forma de filmes e envoltonos,
como componente Unico ou em estruturas de multicamadas. "’
Filmes de PAG tém sido muito empregados como embalagens
a vacuo e com atmosfera modificads para cames e aves
frescas e processadas, para queijos, ¢ como embalagens tipo
cook i para carmnes e aves processadas. De maneim geral, a
PA oferece boa barreira acs gases, aromas, gorduras ¢ ao
vapor d'dgua e boa resisténcia mecinica, além de ser
termoformavel ¢ termorresistente.™

A migracio da e-caprolectama de filmes de PA mono-
e multicamada, laminados de PA/PE, PA granulada,
envoltorios de PA para embutidos, dentre outros, vanou de
0,2-56,6 mg/kg para dgua destilada, de 6,0-48,6 mg'kg para
solugio de acido acético 3%, de 6,3-46,5 mg/kg para solugio
de etanol 15%, de 6,4-42,7 mg/kg para solugio de etanol
95% e de 1,5-3,8 mg/kg para azeite de oliva, considerando
0s varios tipos de PA utilizadas."” Ja o nivel de &-
caprolactama que migrou de filmes de PA6, usados em
embalagens boil-in-the-bag, para agua em ebuli¢dio apos 1h
de contato variou de 2,60-18,0ug/dm?, enquanto 0,98 g/g de
g-caprolactama migraram de embalagens roasting bag de
PA6 e PA6S apds contato de 30min/176°C com simulante
gorduroso e 60pg/dm? (0,36mg/kg) migraram para azeite de
oliva apos contato de 1h/175°C. 1218

Uma variedade de métodos cromatograficos tem sido
utilizada na determinacio de g-caprolactama e seus
oligdmeros no proprio polimero, em simulantes de alimentos
e em alimentos: cromatografia gasosa com detector de
ionizagdo de chama (CG/DIC).%* ¥ cromatografia liquida
de alta eficiéncia usando detector de ultravioleta (CLAE/
uv),t 225 118 cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG/EM)* ¥ e cromatografia
liquida acoplada & espectrometria de massas (CLAE/EM). 118

* Doutoranda do Programa de Pds-Graduagio em Ciéncia dos Alimentos - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - UNESP - 14801-902 -
Araraquara - SP - Brasil. Trabalho elaborado com auxilio financeiro do PADC-FCE/UNESP (Processo n° 2005/1-1) e da CAPES.

** Departamento de Alimentos e Nutrigio - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - UNESP - 14801-902 - Araraquara - SP - Brasil.

*#% Centro de Tecnologia de Embalagem - ITAL - 13070-178 - Campinas - SP - Brasil.

*%¥ Instituto de Pesquisas Energeticas e Nucleares (CTR) - CNEN - 05508-000 - S&o Paulo - SP - Brasil e Universidade Sdo Judas Tadeu

- 03166-000 - Sdo Paulo - SP - Brasil.
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A CG/DIC ¢ amplamente utilizada em ensaios de migragfo
por detectar a g-caprolactama em niveis de tragos, enquanto
a CLAE/UV tem sido muito empregada quando o objetivo ¢
a andlise da g-caprolactama e seus oligémeros. J4 a CG/EM
¢ CLAE/EM vém sendo usacas para identificar e quantificar
08 compostos presentes nas diferentes matrizes dependendo
de sua massa molecular, polaridade e volatilidade.

O objetivo deste trabalho fo1 desenvolver e validar
método analitico para determinar g-caprolactama no

simulante de alimentos gordurosos azeite de oliva.

MATERIAL E METODOS
Amostras e reagentes

A g-caprolactama (pureza>99%, Sigma-Aldrich) foi
utilizada como padrio analitico ¢ a 2-azociclononanona
(pureza=98%, Sigma-Aldrich) como padrio interno. Azeite
de oliva extra virgem foi empregado durante a validagdo da
metodologia como simulante de alimentos gordurosos.

Metanol e n-heptano foram adquiridos da
Mallinckrodt Chemicals (Phillipsburg, USA) e etanol da J.
T. Baker, todos de grau cromatografico. Azeite de oliva extra
virgem (La Espafiola), adquirido em supermercado, ¢ agua
destilada, também foram utilizados.

Equipamento

Foi utilizado o cromatdgrafo gasoso (CG) Shimadzu
17-A (Shimadzu, Kyoto, Japdo), com detector de 1omzagfo
de chama (DIC) e colunas capilares DB-1701 (J&W
Scientific) de 30m de comprimento por 0,25mm de didmetro
interno e 0,25um de espessura do filme intemo e DB-5 (J&W
Scientific) de 60m de comprimento por 0,25mm de didmetro
interno e 0,25um de espessura do filme mtemo.

Métodos
Condigdes cromatograficas

As condigGes de operagfio do equipamento foram
estabelecidas utilizando a coluna DB-1701. Os pardmetros
analiticos como temperatura do injetor, coluna e detector,
fluzzo do gas de arraste, volume de mjegdo e fase estacionaria
foram estabelecidos com base no método descrito pela Unido
Européia,” otimizados de acordo com as condigdes do
laboratario.

Preparo das solugdes

As solugdes estoque de g-caprolactama e de
2-azociclononanona foram preparadas em metanol na
concentragio de 10.000 e 350ug/mL, respectivamente.
Posteriormente, por diluigdes sucessivas, foram obtidas as
solugdes de trabalho, as quais foram diluidas em azeite de
oliva, conforme necessario. As solugdes padriio de

g-caprolactama e 2-azociclononanona em metanol, de
diferentes concentragGes, foram adicionadas ao azeite de
oliva, sendo realizada a seguir uma extracio liquido-liquido
usando n-heptano e solugio de etanol/agua (1:2). Apos
agitagdo por 2 min ¢ descanso de 30 min, a fase aquosa foi
recolhida e filtrada em PTFE 0,22 m, sendo posteriormente
injetada no CG. Tais solugGes foram armazenadas a 10°C no
escuro, sendo pesadas diariamente e utilizadas por no maximo
trés meses.

Validacio de método analitico

A validacio do método analitico incluiu a avaliagio
dos seguintes pardmetros: calibragfio, linearidade, precisio,
exatidéo, limite de detecco e limite de quantificacio.

Calibracio e linearidade

Se1s concentragdes das soluges padréio foram usadas
na construgdo da curva de calibracgdo, que foram injetadas
no CG em decaduplicata, empregando o método do padriio
mnterno.

A linearidade do método foi determinada a partir dos
dados referentes & curva de calibragfo. O calculo da regresso
linear pelo método dos mimimos guadrados fomeceu a
equagdo da reta (y = a + bx), onde x € a concentragio do
analito na matriz e y a area do pico.

Limite de detecciio ¢ limite de quantificaciio do método

O limite de detecgio do método (LD) foi determinado
como sendo a quantidade de g-caprolactama correspondente
a trés vezes 4 area do ruido de fundo no tempo de retenciio
do pico do analito, injetando-se no sistema cromatografico
solugdes padrio de e-caprolactama e 2-azociclononanona em
azeite de oliva, em hexaduplicata.

O limite de quantificagiio do método (LQ) foi
determinado como sendo a menor quantidade de g-
caprolactama determinada na matriz, ao serem injetadas
solugBes de g-caprolactama e 2-azociclononanona em azeite
de oliva, em decaduplicata, tendo o coeficiente de variagio
sido mantido em niveis menores que 5%.

As solugdes padriio em azeite de oliva foram
preparadas como descrito anteriormente e injetadas no
sistema cromatografico.

Precisao ¢ exatidiao do método

A precisio do método foi avaliada mediante ensaio
de repetibilidade e de precisfo intermediana. A repetibilidade
fol avaliada realizando medidas intra-dias. Para tanto, trés
concentragdes da solugfio padriio (2,13; 79,76 e 797,28 ug/g
de g-caprolactama e 9,4pg/g de 2-azociclononanona em
azeite de oliva), preparadas como descrito anteriormente,
foram injetadas no CG em triplicata num mesmo dia. A
precisdo intermediaria foi avaliada realizando medidas inter-
dias e as mesmas concentragdes empregadas no ensaio de
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repetibilidade foram usadas. As solugdes padrdo foram
injetadas no CG em dias consecutivos, totalizando 10 injegdes.

A exatidio do método foi avaliada mediante o estudo
de recuperagfio. Para tanto, solucdes padrio contendo 2,13;
79,76 e 797,28 pg/mL de g-caprolactama e 9.4 pg/g de 2-
azociclononanona em azeite de oliva, foram injetadas 10
vezes no CG. A exatiddo foi expressa como a razio percentual
entre a concentragio de g-caprolactama obtida e a
concentragio adicionada.% ' 14

Analise estatistica

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

O tratamento estatistico dos dados para a obtengio
da curva de calibragio envolveu a determinacio da equagio
da reta de regressio linear e do coeficiente de correlagio
utilizando o software ORIGIN 7.0, 2000,

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Condi¢des cromatograficas

estabelecer as condigbes de operagio do equipamento
(diferentes fazes estaciondrias, diferentes programagdes de
temperatura, etc.) utilizando solugdes padrio de g-
caprolactama e 2-azociclononanona, com base no método
de determinaciio de g-caprolactama em simulantes de
alimentos®.

A g-caprolactama e a 2-azociclononanona estiveram
livres de compostos interferentes ou que se sobrepunham
a0s seus sinais quando as duas colunas, DB-5 ¢ DB-1701,
foram ufilizadas. No entanto, a melhor resolugio foi obtida
usando a coluna DB-1701 que foi, entio, empregada na
ofimizagio e validagio do método analitico. As condigdes
ufilizadas foram: temperatura inicial da coluna de 130°C
durante 1 minuto, programada a 10°C/min até 170°C e
mantida por 1 minuto, novamente aquecida a 10°C/min até
200°C permanecendo por 2 minutos. O gis de arraste
utilizado foi hidrogénio com vazdo de 1ml/min. As injegdes
(1uL) foram feitas a 240°C no modo split e razdo 1:20. A
temperatura de detecciio foi de 250°C.

Os cromatogramas obtidos para o branco do solvente
¢ do simulante, e para uma solugfio padréio de g-caprolactama
e 2-aZociclononanona em azeite de oliva estdo apresentados
na Figura 1. Verifica-se, de acordo com os cromatogramas,
que a g-caprolactama e a 2-azociclononanona apresentaram
tempos de retencio de 6.4 e 8,8 minutos, respectivamente e

'|IE| min

0.5

2-Azociclononanona

v PR, I R
Liaid I'R 0.0 I

0 5

1'U mir

FIGUEA 1 - Cromatogramas tipicos obtidos por CG/DIC para: (3) branco (metanol), (b) solugio de 2-
azociclononanona (9,4 pg/g) em azeite de oliva (branco do sirnulante) e (c) solugio padrio de
g-caprolactama e 2-azoctclononanena em azerte de oliva (10,63 e 9,4 pfe, respectivamente).

Condiges: Coluna capilar: DB-1701; Temperatura da coluna: 130°C por Lmun, programada a 10°C/min até 170°C
por Imit e a 10°Chnin a8 200°C por 2 min; G de avaste: Hidrogénio: Volume de injeo: 1 uL; Modo de injecio:
3plit; Temperaura do mjetor; 240°C, Temperafura do detector; 250°C.
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Validagiio do método analitico

A validagfio foi efetuada de acordo com os protocolos
relatados na literatura * % ' 14

Curva de calibracio ¢ linearidade

A curva de calibragfio obtida apresentou linearidade no
intervalo de concentragio de 0,20 a 1062,34ug/g de &-
caprolactama (Figura 2). A equagio de regressiio foi y=-0,07077
+1,0706%, onde y é a razio da area do pico da g-caprolactama

140
120+

100

80

60

Area relativa (mv/)

40+

-

40

pela area do pico do padriio interno e %, a razdo da concentragio
da e-caprolactama pela concentragiio do padriio interno. O
coeficiente de correlagio (r) foi 0,99993. Foram realizadas 10
injegOes de cada concentragio empregada (0,20, 0,80; 1,06;
106,30; 531,03 ¢ 1062,34 ngflg de e-caprolactama ¢ 9,4ug/g de
2-azociclononanona), ¢ determinadas as médias, os desvios
padriio e os coeficientes de variagio, que foram menores que
5,1%, para todas concentragGes avaliadas. Na Tabela 1 estio
apresentadas as areas dos picos da g-caprolactama e da 2-
azociclononanona correspondentes a cada concentragiio das
solugdes padréio usadas.

=11] 120

Concentracho Relativa QI gigl

-

FIGURA 2 - d

Curva

¢ calibracio da e-

caprolactama/2-azociclononanona em azeite de oliva (con-

centracdo de g-caprolactama/2-

1062,341g/g e 9,4 pg/g).
*Equagio da reta

*Desvio padrio

*Coeficiente de correlagiio

4 Intervalo de confianga de 95%

azociclononanona: 0,20 a

Tabela 1 - Areas dos picos referentes as solugBes padrio de s-caprolactama (CP) em diferentes
concentragdes ¢ 2-azociclononanona (PT) (9,4 pg/g) em azeite de oliva, obtidas por CG/DIC.

Concentragiio (ug/g)
CP AZO CP AZ0 CP AZO CP AZO CP AZO CP AZ0
0.20 0,80 1,06 106,3 531,03 1062,34

26 644 50 588 71 653 6900 615 37470 619 69559 623

24 632 52 629 67 575 7323 625 36650 610 67320 561

23 622 46 610 64 502 7198 618 37151 602 72847 593

25 684 47 642 68 617 6730 604 36510 583 69263 568

Areado pico 25 610 47 637 73 636 6669 603 36460 587 72630 589
(mV) 25 681 47 575 74 551 66063 589 34578 545 71739 582

23 680 49 607 72 573 6505 613 34797 579 66846 561

26 641 48 599 69 601 7490 661 34758 575 74562 625

26 612 48 576 65 587 7062 631 38256 638 67383 550

24 595 52 576 67 503 6767 590 35029 558 73052 605

26 644 50 588 71 653 6900 615 37470 619 69559 623
Média (ug/g) 24,7 640,1 48,6 603,9 69,0 5978 6930,7 6094 361659 589,6 70520,7 35857
Dp 12 322 21 256 34 305 3240 21,2 12974 282 27918 26,2

CV (%) 47 50 4.4 4,2 49 51 4,7 3,5 3,6 4.8 4,0 4.5

CP: caprolactama; PL: padriio interno; DP: desvb padriio; CV: coeficiente de variagiio
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A linearidade tambem fo1 estudada utihzando a
curva da relagio drea relativa/concentragio relativa versus
log da concentragiio relativa das solugdes padrio
empregadas™ Verificou-se que todas concentragdes das
solugdes padriio utilizadas na curva de calibraglio estavam
perfeitamente dentro do mtervalo de confianga de 95%
(Figura 3). Aleém disso, considerou-se o intervalo obtido
suficientemente amplo, uma vez que para o sistema
estudado ndo ha necessidade de guantificar amostras com
concentragies de e-caprolactama muito elevadas,

10-

Limite de deteccio do método

O LD do método for determmado experimentalmente
utihzando sucessivas dilugbes a partir da solugio padrdio de
concentragio 0,05ug/e de g-caprolactama ¢ 94pg/g de 2-
azociclononanony, que foram injetadas (n=6) no CG. O valor obtido
para LD {(S/R=37-*1"* fod 0,10ng (Tabela 2). Os coeficientes de
varagio referentes s areas dos pices da e-caprolactama e 2-
azociclononanona obtidos quando a solugio foi injetada seis vezes
1o CG foram 4.8 ¢ 3,4%, respectivamente, indicando boa precisio,

Aren relative {mVIC oncentmclo Relstia (j1g/g)

-8 T T T
20 45 10 -5 0.0

ps 0 15 20 25

Log. Concentragio Relativa (1 gigl
FIGURA 3 - Curva da raziio drea relativa/concentragiio relativa da
g-caprolactama e 2-azociclononanona vs. log da concentragio
relativa da e-caprolactama e 2-azociclononanona, com intervalo

de confianga de 95%

Tabela 2 - Quantidade de e-caprolactama (ng) ¢ areas do pico de e-caprolactama (CF) e 2-
azociclononanona (P1)* obtidas no ensaio de determinagio expenmental do limite de detecgio.

Quantidade de ) )
caprolactama (ng)  Area do pico da CP (mV)  Arca do pico do PI {(mV)
10 602
11 575
(0,10 (n=6) = st
11 593
11 547
10 592
Média 10,7 5800
DP 0.5 20,0
Ccv 48 34
DP, desvio padréo

CV, coeficiente de vanagio (%)
*Concentragio: 9,4pg/g de azeite de oliva
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Precisio e exatidiio do método

A precisfio é um critério utilizado para avaliar o
desempenho de um método analitico e expressa concardéncia
entre os dados experimentais obtidos, ou seja, quanto mais
préximos entre si maior sera a precisfo® 8. A precisio do
método foi avaliada durante o ensaio de recuperagio
utilizando a repetibilidade e a precisio intermediaria. Os
valores do coeficiente de variagio obtidos na avaliagio da
precisdo intra-ensaio e inter-ensaio foram menores que 2,4 e
3,8%, respectivamente, indicando boa repetibilidade e
precisdio intermediaria (Tabela 3).

A exatiddo do método foi estudada durante o ensaio
de recuperacio usando diferentes niveis de fortificagio e foi
expressa como a porcentagem entre a quantidade de e
caprolactama adicionada & matriz ¢ a quantidade obtida®® -,
Verifica-se pela Tabela 3 que foram obtidos valores de
recuperagio entre 88.6 e 112,0% e coeficientes de variagio
inferiores a 3,8%, indicando boa exatidiio do método. A
porcentagem de recuperagiio foi elevada para todas as
concentracdes de g-caprolactama adicionadas.

Limite de quantificacio do método

O LQ do método expresso como a menor quantidade
de g-caprolactama quantificada na matriz azeite de oliva no
tempo de retengfio do pico do analito, determinado com nivel
de precisio aceitavel, correspondeu a 2 vezes o LD O
valar obtido para LQ foi 0,20ng. Os coeficientes de variagio
referentes as areas dos picos da e-caprolactama e
2-azociclononanona obtidos quando a solugio fo1 injetada

dez vezes no CG foram 4,7 e 5,0%, respectivamente,
indicando que a precisdo obtida foi muito boa.

CONCLUSAO

O método desenvolvido e validado pode ser
considerado efetivo para determinagfo da e-caprolactama em
azeite de oliva, por apresentar boa precisdo e exatiddo, com
um tempo de analise méaximo de 11 minutos, e podera ser
empregado em estudos de migragiio para dosar niveis de
g-caprolactama migrados de embalagens contendo PAS para
azeite de oliva.

FELIX, J.S.; PADULA, M.; MANZOLL T E.; MONTEIRO,
M. Development and validation of an analytical method to
determine e-caprolactam i fatty-food simulant. Alim. Nutr.,
Araraquara, v. 17, n.3, p. 329-335, jul /set. 2006,

W4BSTRACT: g-Caprolactam is the monomer used to
produce polyamide 6, used as food packaging, especially
for meat products and cheeses. After polymerization a part
of the monomer can remain in the resin and can migrate into
the food in contact. The aim of this work was to develop and
to validate an analytical method to determine e-caprolactam
in olive oil, to support future studies of g-caprolactam
nugration from polyamide 6 used to package meat products
and cheeses, which have high fat levels. Gas chromatography
was used and e-caprolactam and 2-azocyclononanone were

Tabela 3 - Avaliagio da exatidfio e da preciséo intra e inter-ensaios do método para determinagio de g-caprolactama em

azeite de oliva utihzando CG/DIC.

Repetibilidade (intra-ensaio)

Precisfio Intermediaria (inter-ensaio)

Injegdes n=3 n=3 n=3 n=10 n=10 n=10
lomeenirng doified. 2,13 79,76 797,28 2,13 79,76 797,28
(g/g)

2,38 F157 770,20 2,20 64,42 805,03

2,38 71,55 788,71 2,41 72,57 805,44

2,36 68,67 771,88 2,45 72,73 803,13

2,42 69,72 788,27

Concentragio Obtida 2,41 71,57 770,20

(Hg/g) 2,42 71,55 788,71

2,43 68,67 771,88

2,38 73,46 752,00

2,38 69,51 792,81

2,36 72,68 799,09

Média (ug/g) 2,37 70,60 776,93 2,39 70,69 787,66
DP 0,0 1,7 10,2 01 2,7 17.8
CV (%) 0,4 24 13 3,0 38 2.3
Exatidsio (%) 112,0 88,6 98,8

DP, desvio padriio
CV, coeficiente de variagio (%)
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used as analytical and mternal standard, respectively. The
calibration curve for g-caprolactam was linear over the
concentration range of 0.20 to 1062.34g/g, with correlation
coefficient of 0.99993. The limits of detection and
quantification of the method were 0.10ng and 0.20ng,
respectively. Relative standard deviations obtained for method
precision were less than 3.8%, while method accuracy showed
recovery between 88.6 and 112.0%. The developed and
validated method could successfully be used to determine e-
caprolactam migrated from polyamide 6 into olive oil.

BXEYWORDS: Polyamide; g-caprolactam; validation of
analytical method, gas chromatography.
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ERRATA

DESENVOLVIMENTO E VALIDAGAO DE METODO ANALITICO PARA
DETERMINAGAO DE e-CAPROLACTAMA EM SIMULANTE DE ALIMENTOS
GORDUROSOS

Juliana Silva FELIX*, Marisa PADULA*** José¢ Eduardo MANZOLI****, Magali
MONTEIRO**

O artigo publicado contém os seguintes erros:

Pégina 38, Resumo, linha 17: substituir “10 ng e 20 ng” por “10 pg/g e 20 pg/g”.

Péagina 42, Resultados e discussdo, coluna direita, linha 3: substituir “0,05 pg/g” por “1,06
ne/g”.

Péagina 42, Resultados e discussdo, coluna direita, linha 5: substituir “0,10 ng” por “0,10
ng/g”.

Péagina 42, Resultados e discussdo, Tabela 2: substituir “ng” por “ng/g”.

Péagina 43, Resultados e discussdo, coluna esquerda, linha 26: substituir “0,20 ng” por
“0,20 ng/g”.

Péagina 44, Abstract, coluna esquerda, linha 5: substituir “0,10 e 0,20 ng” por “0,10 ¢ 0,20
ng/g”.
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MIGRACAO DE ¢-CAPROLACTAMA DE EMBALAGENS CONTENDO
POLIAMIDA 6 PARA SIMULANTE ACIDO ACETICO 3% E VALIDACAO DO
METODO ANALITICO
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Migracdo de ¢-caprolactama de embalagens contendo poliamida 6 para

simulante acido acético 3% e validacao do método analitico
e-Caprolactam migration from polyamide 6 packaging into 3% acetic
acid food simulant and validation of the analytical method

Juliana Silva FELIX!, Marisa PADULA?, José Eduardo MANZOLE, Magali MONTEIRO™*

Resumo

Este trabalho teve como objetivo desenvolver e valldar métado analftico para determinar e-caprolactama no simulante de allmentos solugio de
acldo acetico 3% e estudar sua migracao de embalagens contendo poliamida 6 para o strmilante em contato, Fol empregada a cromatografia
gasosa usando e-caprolactama como padréo analitico e 2-azociclononanona como padréo Interno. A linearidade esteve entre 1,60 e 640,00 pg
de e-caprolactama.mL’® de simulante, com coeficlente de correlacio 0,9999. Os limites de detecgio e de quantificacio do método foram
0,24 e 1,80 ng, respectivamente. A precisio do método revelou valores de coeficlente de varlacio menores que 4,3% e a avallacio da exatiddo
mostrou recuperacao de 100 a 106%. O método demonstrou ser eficaz para quantificar e-caprolactama no simulante, apresentando ampla
linearidade, boa preclsdo e exatlddo. No ensalo de migracio, embalagens contendo pollamida 6 foram colocadas em tubos de vidro com
10 mL do stmulante, que foram hermeticamente fechados e acondicionades a 40 + 1 °C durante 10 dias. O ensalo de migracao fol realizado
por imersdo total, A quantidade de e-caprolactama migrada variou de 7,8 a 10,5 e de 6,9 a 7,6 mgkg' de simulante para as embalagens
destinadas aos produtos cirneos e queljos, respectivamente. Todas as embalagens atenderam as exigénclas da Legislacio Brasilelra para
migragao de e-caprolactama.

Palavras-chave: migracio; e-caprolactama; pollamida 8; simulante de allmento; validagio de método analitico; cromatografia gasosa de
alta resolugao.

Abstract

The aim of this work was to develop and validate an analytical method to determine e-caprolactam in 3% acetic acld solution and to study
{ts migration from polyamide 6 Into food simulant. Gas chromatography was used with e-caprolactam as an analytical standard and
2-azacyclononanone as an Internal standard, The linearity was obtained by the concentration range of 1.60 to 640.00 ug.mL ", with a correlation
coefficlent of 0.9999. Detection and quantification limits of the method were 0.24 ng and 1.60 ng, respectively. Relative standard devlations
obtained for method precision were less than 4.3%, while method accuracy showed recovery between 100 and 106%. The method was able
to quantlfy e-caprolactam in the stmulant, showing a wide linearity, good precision and accuracy. For the migration assay, polyamide 6 films
were placed in glass vials containing 10 mL of simulant, which were hermetically capped and exposed at 40 °C for 10 days (total immersion).
The amount of e-caprolactam that migrated from packaging into the simulant varled from 7.8 to 10.5 and 6.9 to 7.6 mg Kg"!, for films used

as meat products and cheese packaging, respectively.

Keywords: migration; e-caprolactam; polyamide 6; food stmulant; validation of analytical method; gas chromatography.

1 Introducao

A e-caprolactama é o monémero utilizado na fabricacao da
poliamida 6 (PA-6)222%, Durante o processo de polimerizacao,
parte do monémero empregado pode permanecer na resina,
ja que a polimerizagao nao é completa. Podem tamhém estar
presentes oligdmeros de baixa massa molecular, aditivos, com-
postos de degradagcao, entre outros, que podem migrar para o
alimento em contato®*!H1%21.%,

A PA-6 € muito usada como embalagem de alimentos.
Sua maior aplica¢ao € na forma de filmes e envoltérios, como
componente tinico ou em estruturas de multicamadas™ %, Fil-
mes de PA-G tém sido muito empregados como embalagens a
vacuo e com atmosfera modificada para carnes e aves frescas

! Departamento de Alimentos e Nutripdo, Faculdade de Cigncias Farmaciuticas.
Universidade Estadual Paulista — UNESE CEP 14801-902,
Araraquara - SE, Brasil,
E-mail: monteiro@fofarunesp.br

? Ceniro de Teonologia de Embalagem, Instivuro de Tecnologia de Alimenios — [TAL,
CP 139, CEP 13070-178, Campinas - SE Brasil

* Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares — IPEN,
Centro de Tecnologia das Radiagées — CTR,
Comissao Nacional de Ener gia Nuclear - CNEN, CP 11049, CEP 05508-000,
5do Paulo - SE Brasil e Universidade Sdo Judas Tadews, CEP 03166-000,
Sdo Paydo - SE Brasil

*A quem a correspondbnoia deve sey enviada

e processadas, para queijos, e como embalagens tipo cook
in para carnes e aves processadas. De maneira geral, a PA
oferece boa barreira a gases, a aromas, a gorduras e ao vapor
d'agua e boa resisténcia mecénica, além de ser termoformavel
e termorresistente?,

A literatura disponivel sobre migragao da e-caprolactama
de emhalagens de PA para alimentos e simulantes ¢ ainda res-
trita. Particularmente, no caso de embalagens contendo PA-6
produzidas e amplamente empregadas no Brasil, nao foram
encontrados trabalhos descritos na literatura.

Os compostos presentes em embalagens plasticas podem
representar um risco asatide humana, principalmente durante
a exposicao crénica, através do consumo de alimentos®'%%°, A
e-caprolactamafol descrita como hepatotéxica®®®, neurotéxica®
e genotéxica’®, além de ter sido considerada mutagénica para
células somaticas e germinativas de Drosophila melanogaster'
¢ capaz de provocar danos cromossémicos ¢ aneuploidia em
linfécitos humanos®. A e-caprolactama estd inserida no gru-
po 4, de acordo com a classificacfo da International Agency
for Research on Cancer (IARC), sendo considerada como
provavelmente nao carcinogénica para humanos'.
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Uma variedade de métodos cromatograficos tem sido utili-
zada na determinagao de e-caprolactama e seus oligdmeros no
proprio polimero, em simulantes de alimentos e em alimentos:
cromatografia gasosa com detector de ionizagao de chama (CG/
DIC)®*% cromatografia liquida de alta eficiencia usando detec-
tor de ultravioleta (CLAE/UV)*471528, cromatografia gasosa aco-
plada a espectrometria de massas (CG/EM)'**Y e cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas (CLAE/EM 2%,
A CG/DIC ¢ amplamente utilizada em ensaios de migracao
por detectar a ¢-caprolactama em niveis de tragos, enquanto
a CLAE/UV tem sido muito empregada quando o objetivo € a
analise da e-caprolactama e seus oligdmeros. Jaa CGEM e a
CLAE/EM vém sendo usadas para identificar e quantificar os
compostos presentes nas diferentes matrizes dependendo de
sua massa molecular, polaridade e volatilidade.

Este trabalho teve como objetivo desenvolver e validar
método analitico para determinar ¢-caprolactama no simulante
solucao de acido acético 3% e estudar sua migragao de filmes
contendo PA-6 para o simulante em contato.

2 Material e métodos

Foram utilizados filmes contendo PA-G, correspondentes
a 13 marcas comerciais de embalagens empregadas no Brasil
para o acondicionamento de produtos carneos, denominadas
1,2,3,4,5,6,7¢8, e de queljos, denominadas 1, 2, 3,4 ¢ 5,
fornecidos pelas empresas produtoras.

A e-caprolactama (pureza > 99%, Sigma-Aldrich) foi utili-
zada como padrao analitico e a 2-azociclononanona (pureza >
98%, Sigma-Aldrich) como padrao interno. Foi utilizado o
cromatdgrafo gasoso (CG) Shimadzu 17-A (Shimadzu, Kyoto,
Japao), com detector de onizagao de chama (DIC) e colu-
nas capilares DB-1701 e DB-5 (J&W Scientific) de 30 m de
comprimento ¥ 0,256 mm de diametro interno e 0,25 um de
espessura do filme interno e 60 m de comprimento x 0,25 mm
de didmetro interno e 0,25 pm de espessura do filme interno,
respectivamente,

Metanol (MeOH) e n-heptano foram adquiridos da Mallin-
ckrodt Chemicals {Phillipsburg, USA), etanol (EtOH), da J. T.
Baker, todos de grau cromatografico e acido acético 100% PA
foi adquirido da Merck (Darmstad, Germany). Agua destilada
também foi utilizada.

As solucdes estoque de e-caprolactama e de 2-azociclonona-
nona foram preparadas em MeOII na concentracao de 10.000
e 350 ug.mL, respectivamente. Posteriormente, por dilui¢oes
sucessivas das solugdbes estoque, foram obtidas as solugoes
padrao de e-caprolactama e 2-azociclononanona de diferentes
concentracoes, que foram diluidas em simulante solugao de
4cido acético 3% e entao injetadas no CG/DIC,

Para o ensaio de migragao, os filmes foram cortados em
secoes de 6 em® de drea. Cada secao foi colocada em tubo de
vidro de 20 mL contendo 10 mL de simulante solugao de acido
acético 3%. Os tubos foram hermeticamente fechados e acon-
dicionados em estufa a 40+ 1 °C durante 10 dias’. O ensaio de
migragao foi realizado sob imerséo total, em triplicata, Um tubo
branco, usado como referéncia, contendo apenas o simulante
foi exposto e analisado sob as mesmas condigdes.
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Apés o perfodo de contato, cada secao da embalagem foi
retirada do tubo e descartada, sendo, a seguir, adicionado o
padrao interno. As solugoes de simulante assim obtidas foram
injetadas no CG/DIC em duplicata, empregando o método
previamente desenvolvido e validado, que foi entao utilizado
para quantificar a e-caprolactama no simulante solugdo de
acido acético 3%.

O tratamento estatistico dos dados da validacao do método
analitico envolveu a determinagio da média, do desvio padrao
e do coeficiente de variagao, enquanto o tratamento estatistico
dos dados da curva de calibracéo envolveu a determinagao da
equacao da reta de regressao linear e do coeficiente de corre-
lagdo. Os resultados do ensaio de migracao foram submetidos
a Anova e teste de Tukey (Origin 7.0, 2000).

3 Resultados e discussao

3.1 Condicoes cromatogrdficas

Foram realizados estudos preliminares para estabelecer
as condigoes de operagao do equipamento (diferentes fases
estacionarias, diferentes programacoes de temperatura, etc.)
utilizando solu¢des padrao de e-caprolactama e 2-azociclono-
nanona, com base no método de determinacao de -caprolac-
tama em simulantes de alimentos!®. A melhor resolucao foi
obtida quando a temperatura da coluna foi mantida a 130 °C
por 1 minuto, programada a 10 °C/min até¢ 170 °C e mantida
por 1 minuto, novamente aquecida a 10 °C/min até 200 °C,
permanecendo por 2 minutos. O géas de arraste utilizado foi
hidrogénio com vazao de 1 mL/min. As injecoes (1 uL) foram
feitas a 240 °C no modo split e razdo 1:20. A temperatura de
deteccao foi de 250 °C (Tabela 1).

Tabela 1. Pardmetros analiticos oflmizados para determinacao de
e-caprolactama em simulante solugio de acldo acético 3% usando
CG/DIC.

Pardmetros analiticos

Valores otimizados
240°C
30 m x 0,25 mm X 0,25 um

. 200 °C
10 °C/min, 2 minutos

Temperatura do injetor
Columa DB-1701
Temperatura da coluna

1 minuto
Temperatura do detector 250°C
Gés de arraste Hidragénio
Vazéo do gas de arraste I mL/min
Volume de injegéo 1 UL
Tempo de analise 11 minutos

3.2 Validagdo do método analitico

A validagao foi estudada de acordo com os protocolos
relatados na literatura®>'%%, A seletividade, calibracao, line-
aridade, limite de deteccio e limite de quantificacdo, precisao
e exatiddo foram avaliados.
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Seletividade

A seletividade do analito no sistema cromatografico foi
avaliada utilizando as colunas capilares DB-1701 e DB-5, com
diferentes fases estacionarias. A ¢-caprolactama e a 2-azociclo-
nonanona estavam livres de compostos interferentes ou que se
sobrepunham aocs seus sinais.

Curva de calibracao e linearidade

Foram realizadas 10 injecdes de cada concentragio empre-
gada (1,60; 18,01; 64,00; 160,11; e 640,00 ng de &-caprolacta-
ma.mL ' de simulante e 14,00 pg de 2-azociclononancna.mL*
de simulante), e determinadas as médias, os desvios padrao e
os coeficientes de variagio, que foram menores que 5,0 e 5,3%,
para ag-caprolactama ¢ 2-azociclononanona, respectivamente,
para todas concentragdes avaliadas.O cromatograma tipico da
curvade calibragio esta apresentado na Figura 1. Os tempos de
retengao obtidos para a e-caprolactama e a 2-azociclononancna
foram 6,4 e 8,8 minutos, respectivamente.

mV
1,0
05
2-Azociclononanona
Caprolactama t;: 8,807
t.: 6,409
0 T
0 5 10
Minutos

Figura 1. Cromatograma tipico da curva de calibracio da t-caprolac-
tama ¢ 2-azociclononanona em solucdo de dcido acético 3%, obtido
por CG/DIC iconcentracio da 2-caprolactama ¢ do padrao interno:
800 ¢ 1400 pgmL*, respectivamente). Condicées cromatograficas
de acordo com a Tabela 1.

A linearidade do método foi determinada a partir dos da-
dos referentes & curva de calibragéo. O caleulo da regresséo
linear, usando o método dos minimos quadrados, forneceu a
equagio dareta (y = a +bx), sendo xa concentracho do analito
na matriz e y, a rea do pico.

A curva de calibragio obtida apresentou linearidade no in-
tervalo de concentragao de 1,60 a 840,00 ug.mL'1 (Figura 2}.

A equagio de regressao foiy = —0,0744 + 0,93463x, sendo

noromae Ao Aran Ae amdins Ao o sneralacdnens wmale Aran Ada owmisn

¥ a faZad Ga aita ad pico da S-Caproadciaiiia peia arca ao pico
do padrao interno e x, a razio da concentragio da - caprolac-
tama pela concentragao do padrao interno. O coeficiente de
correlacio (r) foi 0,9999.

A linearidade também foi estudada utilizando a curva da
razao Area relativa/concentragao relativa versus log da concen-
tragio relativa das solugbes padrao empregadas®™. Verificou-se
que todas as concentragoes das solugoes padrao utilizadas na
curva de calibragao estavam perfeitamente dentro do intervalo

5 y=-0,0744 + 0,93463x
071 dp = 0343140
r=0,9999°
qo0d | —— Intervalo de confianca de 95%?

304

Area relativa (mV)
[ ]
e

Concentracao relativa (lLg.mL-)

Figura 2. Curvade calibragao de £-caprolactama/2-azociclononanona
em solugdo de dcido acético 3% (concentracdo: 1,6 a 640 pgmlL ')
*Equagioda reta; *Desvio padrao; “Coeficiente de correlagio; *Intervalo
de confianca de 95%.

de confianga de 95% (Figura 3). Além disso, considerou-se
intervalo obtido suficientemente amplo, uma vez que para o
sistema estudado néo ha necessidade de quantificar amostras
com concentracbes de £-caprolactama muito elevadas.

lativa
(5]
1

acao re

{(mV)/{lig.mL1)
T
k

Area relativa/Concentr.

_2 T T T T T T 1
-1,0 05 00 05 10 15 20

Log concentracao relativa (j.g.mL")

Figura 3. Curva da razio drea relativa/concentracao relativa da =-ca-
prolactama e Z-azociclononanona versus log da concentragio relativa
da e-caprolactama ¢ 2-azociclononanona, com intervalo de confianga
de 95%.

O limite de deteccio do método (D) foi determinado ex-
perimentalmente utilizando sucessivas dilui¢des a partir da so-
lugio padréo de & caprolactama de concentragio 0,05 pg.mL*,
que foram injetadas (n = 6) no CG/DIC. O LD foi expresso como
aquantidade de £-caprolactama correspondente a 3 vezes a drea
do ruido de fundo (S/R = 3) no tempo de retencio do pico do
analito!%'%%%, O valor obtido para LD foi 0,24 ng. Os coeficientes
de variagio referentes as areas dos picos da e-caprolactama e
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2-azociclononanona foram 5,0 e 3,1%, respectivamente, indi-
cando boa precisao.

Precisdo e exatidao do metodo

A precisao é um critério utilizado para avaliar o desempe-
nho de um método analitico e expressa concordéncia entre os
dados experimentais obtidos, ou seja, quanto mais proximos
entre si maior serd a precisac®®. A precisao do método foi
avaliada mediante ensaio de repetibilidade e de precisdo in-
termediaria. A repetibilidade foi avaliada realizando medidas
intra-dias. Para tanto, trés concentragoes da solugao padrao
(8;00; 80,00 e 400,00 1g de e-caprolactama.mL’ de simulante
solugao de acido acético 3%) foram injetadas no CG/DIC em
triplicata num mesmo dia. A precisdo intermedidria foi avalia-
da realizando medidas inter-dias e as mesmas concentragoes
empregadas no ensaio de repetibilidade foram usadas. As solu-
¢oes padrao foram injetadas no CG/DIC em dias consecutivos,
totalizando 10 injecdes. Durante os ensaios intra e inter-dias
foram obtidos coeficientes de variacio menores que 3,9 e 4,3%.,
respectivamente, indicando uma boa precisao (Tabela 2).

A exatidao do método foi determinada durante avaliagao
da precisao e fol expressa como a razéo percentual entre a
concentragao de e-caprolactama obtida e a concentragao adicio-
nada®'31%%, Para tanto, solugbes padrao contendo 8,00; 80,00
e 400,00 ugmL™" de e-caprolactama em simulante solugao acido
acético 3% foram injetadas 10 vezes no CG/DIC. Verifica-se, pela
Tahela 2, que foram ohtidos valores de recuperagao entre 100,5
e 106,0%, indicando boa exatidao do método. A porcentagem
de recuperacao foi elevada para todas as concentragbes de
e-caprolactama adicionadas.

Limite de quantificagdo do método

O limite de quantificacao do método (LQ), expresso como
amenor quantidade de g-caprolactama quantificada na matriz
simulante solucao de acido acético 3% no tempo de retencao

do pico do analito, determinado com nivel de precisao acei-
tavel, correspondeu a 7 vezes o LD'218%%, O valor obtido para
LQ foi 1,60 ng. Os coeficientes de variagao referentes as dreas
dos picos da e-caprolactama e 2-azociclononanona obtidos
quando a solugao foi injetada dez vezes no CG/DIC foram 4,2
e 4,5%, respectivamente, indicando que a precisdo obtida foi
muito boa.

3.3 Migracao

De acordo com a Resolucfo n® 105, de 19 de maio de
1999, da Agencia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA),
que realiza o controle e regulamentagéo de materiais plasticos
empregados na elaboragao de embalagens e equipamentos
destinados ao contato com alimentos e bebidas, o limite de
migragéo especifica (LME) estabelecido para e-caprolactama
em resinas e embalagens de PA é de 15 mgkg™ de alimento
ou de simulante de alimento®.

Na Figura 4 estao apresentados os cromatogramas obtidos
pelainjecao do simulante solu¢io de 4cido acético 3% contendo
¢-caprolactama migrada de filmes contendo PA-6, correspon-
dentes a duas marcas comerciais.

Os valores obtidos no ensaio de migragéo da e-caprolacta-
ma de embalagens contendo PA-6, destinadas ao acondiciona-
mento de produtos carneos e queljos para o simulante solugao
de acido acético 3%, estao apresentados na Tabela 3.

Os resultados obtidos da migracao de filmes contendo
PA-6 usados para o acondicionamento de produtos carneos
demonstraram que a marca 4 apresentou o nivel mais elevado
de e-caprolactama (10,46 mg.kg™ simulante), nao diferindo
significativamente (p >0,05) apenas da marca 5. Os niveis mais
baixos de e-caprolactama migrada foram apresentados pela
marca 8 (7,75 mg kg simulante), que nao diferiu (p >0,05) das
marcas 2 e 7 (Tabela 3).

Tabela 2. Avallacio da precisio intra e Inter-ensalos e da exatlddo do método para determinagdo da e-caprolactama em simulante solucéo de

dcldo acético 3% utilizando CG/DIC.

Repetibilidade (intra-ensaio)

Precisao intermedidria (inter-ensaio)

Injecoes n=3 n=3 n=3 n=10 n =10 n=10
Concentragao real (ug.mL") 8,00 80,00 400,00 8,00 80,00 400,00
Conecentragio obtida (ug.mL') 3,10 82,12 414,03 3,16 87,34 412,29
7,08 85,43 394,23 8,10 87,28 414,54
8,12 84,21 353,40 7,58 84,23 441,78
8,12 82,12 426,04
8,15 8543 414,03
8,43 36,47 394 23
8,31 8421 437 64
7,73 87,90 393,40
7,43 32,94 42532
8,33 30,40 437 97
Média (ug.mL') 7,90 83,90 400,60 8,00 84,80 419,70
DP 0,30 1,70 11,70 0,30 2,50 17,20
CV (%) 3,80 2,00 2,90 4,30 2,90 4,10
Exatidao (%) 100,50 106,00 104,90
DP: Desvio padrao; e CV Coeficiente de variacio.
30 Ciénc. Tecnol. Allment., Campinas, 27 (supl.): 27-32, ago. 2007
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Figura 4. Cromatogramas tipicos da quantificagio da e-caprolactama
migrada de filmes contendo PA-6 para simulante solugio de acido acéti-
00 3%, obtidos por CG/DIC: a)marca 1 - produtos carneose b) marca 1
- queijos. CondicSes cromatograficas de acordo com a Tabela 1.

Tabela 3. Nivel de e-caprolactama (mg kg 1) migradade filmes contendo
PA-6, usados como embalagens de produtos carneos (marcas 1-8) ¢
de queijos (mar cas 1-5) para o simulante solugio de cido acético 3%
durante 10 dias a 40 °C.

Embalagem Migracio de c-caprolactama (mg kg)
Produtos carneos Queljos
1 9,49 (3 5)® 892 (6,5)°
2 793(3,3p 750 (4,8
2 9,65 (4,1} 701 (4,2)
4 10,46 (6,27 <LQ
5 8,88 (6, 4)4 ND
6 9,90 (5,07
7 8,57 (3,00®
8 7,75 (6,9)

Coeficiente de veringao (%) entre parénteses, n = 6 médias seguides de letrasigusis na mes-
ma tolina nan diferern dgnificativarmente entre si no teste de Tukey (p2 0,08); LO: limite de
quantificacio (1,6ng); e ND: ndo detectada

Entre os filmes contendo PA-6 usados para o acondicio-
namento de queijos, verificou-se que a marca 2 apresentou o
maior contetdo de £-caprolactama migrada para o simulante
solucho de 4cido acético 3% (7 59 mg.kg ™ de simulante), embo-
ranao tenha havido diferenca significativa em relagdo a marca 3
{p = 0,05). Em uma das marcas de embalagem de cueijo a
¢-caprolactama nao foi detectada e em outra, seu nivel esteve
abaixo do limite de quantificacio do método (Tabela 3).

A literatura disponivel sobre a migragio de &-caprolactama
de filmes de PA para alimentos e simulantes é ainda restrita.
Particularmente, em relacio a embalagens de PA produzidas no
pais, nao foram encontrados trabalhos descritos na literatura.
No caso da solucio de Acido acético 3%, Pogorzelska e Miel-
niczuk* descreveram valores de ¢-caprolactama migrada de
filmes de PA para o simulante variando de 6,0 a 16,3 mgkg1
que compreende a faixa obtida em nosso estudoe para filmes

contendo PA-6, usados no acondicionamento de produtos
cATneos e queijos.

Foi possivel verificar que, em todas as amostras estudadas,
o nivel de & caprolactama migrada esteve abaixo do limite de
migragio especifica estabelecido pela Legislagio Brasileira para
este mondmero, que é de 15 mg.kg-! de simulante’.

4 Conclusbes

0 método desenvolvido e validado apresentou alta sensi-
bilidade, boa precisio e exatidio, além de tempo maximo de
analise de 11 minutos.

0 método desenvolvido e validado foi eficaz para quanti-
ficar a ¢-caprolactama migrada de filmes contendo PA-6 para
simulante solucio de 4cido acético 3%.

Todas as embalagens estudadas atenderam as exigéncias
da Legislagao Brasileira para migracio de ¢-caprolactama.

Agradecimentos
A CAPES e a0 PADC/FCF/UNESP pelo suporte financeiro.

Referéncias bibliograficas

1. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Regulamentos téenicos:
disposicées gerais para embalagens e equipamentos plasticos
em contato com alimentos e seus anexos. Resolugio n® 105,
de 19 de maio de 1999. Disponivel em: <http:/je-legis.anvisa.gov.
br/leisref/public/showhet. php?id =197 72&word = >, Acesso em:
30 ago. 20086,

2. BAREEY, C. T.; LAWSON, G. Analysis of migrants from nylon 6
packaging films into boiling water. Food Addit. Contam., v. 10,
n. 5,p. 541-553, 1993.

3. BEGLEY, T. H,; GAY, M. L.; HOLLIFIELD, H. C. Determination
of migrants in and migration from nylon food packaging, Food
Addit. Contam., v 12, n. 5, p. 671-676, 1995,

4. BONIFACL L.; FREZZOTTI, D.; CAVALCA, G.; MALAGUTL E.;
RAVANETTI, G. P Analysis of e-caprolactam and its oligomer s by
high-performance liquid chromatography. J. Chromat., v. 585,
n. 2,p. 333-336, 1991.

5. CASS, Q. B; DEGANIL A. L. G. Desenvolvimento de métodos
por HPLC: fundamentos, estratégias e validacao, Sio Carlos:
EdUFSCar, 2001.

6. DE FUSCO, R; MONARCA, 3; BISCARDI, D; PASQUINI, R;
FATIGONI, C. Leaching of mutagens into mineral water from
polyethylencterephthalate bottles. $ci. Total Environ., v 90,
p. 241-248, 1990,

7. GRAMSHAW,J. W; SOTO-VALDEZ, H. Migr ation from polyamide
‘microwave and roasting bags’ into roast chicken. Food Addit.
Contam., v. 15, n. 5, p.329-335, 1998,

8. GROMAN, A.; GUBERSKA, J. Gas chromatographic determination
of g-caprolactam migrating from plastic materials. Polimery,
v 44,n.9,p. 618622, 1999, In: Chemical Abstracts, 1997-2001.
Absiract 132:22239. CD ROM.

9.  GROS33, E Biologic activity of epsilon-caprolactam. Crit. Rev.
Toxicol. v. 13, n. 5, p. 205-216, 1984.

10. HERNANDEZ, R. J.; SELKE, 8. E. M.; CULTER, J. D. Plastics
packaging: properties, processing, applications and regulations.
Cincinnati: Hanser Gardner Publications, 2000,

Citne. Tecnol. Aliment., Campinas, 27(supl.): 27-32, ago. 2007 Bl

51



Capitulo 3

11.

12,

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20,

32

INTERNACIONAL Agency for Research on Cancer (larc)
- Summaries & evaluations: caprolactam (group 4], 1999.
Disponivel em: <http://www.inchem. org/documents/iarc/
val7 1/010-caprolactam. html>. Acesso em: 30 jul. 2006.

INTERNATIONAL Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC).
Harmonised guidelines for the in-house validation of methods
of analysis (Technical Report). Disponivel em: <http://www.
tupac.org/divisions/V/501/draftoct19.pdf>>, Acesso em: 30 ago.
2008.

JOINT Research Centre. European Commission. Determination
of caprolactam in food simulants. Disponivel em: <http:/cpf.
jredt'smt/monomers/downloads/pm 14200, pdf>. Acesso em: 30
ago, 2006,

JOINT Research Cenfre. European Commission. Index of
substances: caprolactam. Disponivel em: <http:/fepfjreit/smt/
monoemers/pm 14200 .htm>, Acesso em: 30 ago. 2006.

Kulkarni, R.; Kanekar, P stmultaneous determination of epsilon-
caprolactam and epsilon-aminocaproic acid by high-performance
Hquid chromatography. Process Control Qual., v. 9, n. 1/3, p.
31-37, 1997.

LANCAS, F M. Validacao de métodos cromatograficos de
analise. Rlma: Sao Carlos, 2004,

MONTEIRQ, M.; NERIN, C.; REVES, F. G. R, Determination of
UV stabilizers in PET hottles by high performance-size exclusion
chromatography. Food Addit. Contam., v. 13, n. 5, p. 575-586,
1998,

MONTEIRO, M. Absorvedores de radiagao ultravioleta em
embalagens plasticas e em dleos vegetais: metodologia
analitica e estudo de migracao. Campinas, 1997, 123 f. Tese
{Doutora em Ciéncla de Allmentos), Faculdade de Engenharia de
Allmentos, Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).

MONTEIRO, M.; NERTN, C.;REYES, F. G. R. Migration of Tinuvin
P a stabllizer, from PET bottles into fatty-food simulants. Pack.
Tech, $ci,, v. 12, p. 241-248, 1999,

NASSER, A. L. M. Identificacao de oligbmeros presentes em
garrafas PET destinadas ao acondicionamento de agua mineral
e de suco de fruta: desenvolvimento e validagao do método
analitico. Araraquara, 2003, 118 f. Dissertacio (Mestre em
Ciéncla dos Allmentos), Faculdade de Clénclas Farmacéuticas,
Universidade Estadual Paulista (UNESP).

Clénc. Tecnol. Aliment., Campinas, 27 (supl.): 27-32, ago. 2007

21.

22,

23.

25.

26.

27.

28,

29,

30.

NERIN, C. Alimentos preparados para coclnar en la bolsa, In:
NERIN, C.: CACHO, J.: REYES, F. G R.; FARIA, J. A.; ANJOS, C. A,
R.; PADULA, M. Materiais plasticos em contato com alimentos.
Campinas: CETEA/TTAL, 1985. Cap. 5, p. 1-21. (apostila).

POGORZELSEKA, Z.; MIELNICZUK, Z. Determinatlon of e-
caprolactam migration from polyamide plastics: Anew approach.
Packag, Technol. Sci., v. 14,n.1, p. 31-35, 2001.

RIBANI, M.; BOTTOLI, C. B. G;; COLLINS, C. H.; JARDIM, I. C.
5. Fy MELO, L. F C. Validacdo em métodos cromatograficos e
eletroforéticos. Quim. Nova, v. 27, n. 5, p. 771-780, 2004.

SARANTOPOULOS, C. L G. L.; OLIVEIRA, L. M.; CANAVESI,
E. Carnes, aves, pescados e derivados. In: SARANTOPOULOS,
C. I G. L., OLIVEIRA, L. M.; CANAVESI, E. Requisitos de
conservacio de alimentos em embalagens flexiveis. Campinas:
CETEA/ITAL, 2001. p.151-171.

SARANTOPOULOS, C. L. G. L.; OLIVEIRA, L. M.; CANAVESI,
E. Quefjos. In: SARANTOPOULOS, C. L G. L.; OLIVEIRA, L.
M.; CANAVESI, E. Requisitos de conservacido de alimentos
em embalagens flexiveis. Campinas: CETEA/ITAL, 2001.
p. 175-182.

SARANTOPOULOS, C. 1. G. L.; OLIVEIRA, M. L.; COLTRO, L.;
VERCELINO, A, R. M.; CORREA, G. E. E. Principals materials
plasticos para embalagens flexivels. In: SARANTOPOULOS, C.
L G. L.; OLIVEIRA, M. L.; COLTRO, L.; VERCELINO, A, R. M.;
CORREA, C. E. E. Embalagens plasticas flexiveis: principals
polimeros e avallagio de propriedades. Campinas: CETEA/ITAL,
2002. p.1-43.

SHELDON, T. Chromosomal damage induced by caprolactam
in human lymphocytes. Mutat. Res., v. 224, n. 3, p. 325-327,
1989,

S0TO-VALDEZ, H.; GRAMSHAW, J. W, VANDERBURG, H. J.
Determination of potential migrants present in Nylon ‘microwave
and roasting bags’ and migration into olive oil. Food Addit.
Contam., v. 14, n. 3, p. 308-318, 1997,

YAGOUBI, N.; BAILLET, A.; PELLERIN, F; FERRIER, D. Physlco-
chemical behaviour of p lrradiated plastlc materials currently
used as packaging and medical products. Nucl. Instrum.
Methods Phys. Res. B, v. 105, n. 1-4, p. 340-344, 1995.

ZHAO, Y.; JING, Z.; LI, H.; ZHANG, H. The determination of
impurities in caprolactam by capillary gas chromatography-mass
spectromefry. Microchem. J., v. 69, . 3, p. 213-217, 2001.

52



Capitulo 3

ERRATA

Migracao de e-caprolactama de embalagens contendo poliamida 6 para simulante

acido acético 3% e validacdo do método analitico

Juliana Silva FELIX', Marisa PADULAZ, José Eduardo MANZOLI3, Magali
MONTEIRO"

O artigo publicado contém os seguintes erros:

Pagina 47, Resumo, linha 5: substituir “0,24 ¢ 1,60 ng” por “0,24 ¢ 1,60 pg/mL”.

Pégina 47, Abstract, linha 17: substituir “0.24 ng and 1.60 ng” por “0.24 pg/mL and 1.60
pug/mL”.

Pagina 49, Resultados e discussdo, coluna direita, linha 12 , substituir: “0,24 ng” por “0,24
pug/mL”.

Péagina 50, Resultados e discussdo, coluna direita, linha 3 , substituir: “1,60 ng” por “1,60

pg/mL”.
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Migration of caprolactam from multilayer polyamide 6 films into food simulants

Development and validation of a gas chromatographic method

J.S. Félix*, J.E. Manzoli®, M. Padula®, M. Monteiro™"
* Department of Food and Nutrition/School of Pharmaceutical Science, Sdo Paulo State University,
PO Box 502, 14801-902, Araraquara, SP, Brazil.
® Nuclear and Energetic Research Institute (IPEN), Sdo Paulo, SP, Brazil.
¢ Packaging Technology Center/Food Technology Institute (CETEA/ITAL), Campinas, SP, Brazil.

Abstract

A gas chromatographic method was developed and validated to determine caprolactam in
food simulants. Linear range was 0.96 to 642.82 pg/mL for water and 0.64-800.32 ng/mL for 15%
ethanol, with correlation coefficients higher than 0.999, and limits of detection and quantification of
the method lower than 0.32 and 0.96 pg/mL, respectively. Method precision showed RSD values
lower than 5.45%, while method accuracy showed recovery from 89 to 111% for both simulants.
Caprolactam migration from multilayer PA-6 films ranged from 1.03 to 7.34 mg/kg into water,

from 1.05 to 10.17 mg/kg into 15% ethanol and from 1.38 to 11.89 mg/kg into olive oil.

Keywords: Migration; Caprolactam; Multilayer polyamide-6 films; Food simulants; Validation of

analytical method; Gas chromatography.

*Corresponding author. Tel.: +55 16 33016930; fax: +55 16 33016920
E-mail addresses:jufelix78@gmail.com (J.S. Félix), monteiro@fcfar.unesp.br (M. Monteiro)

1. Introduction

Polyamide 6 (PA-6) is widely used as food packaging. Typical applications all over the
world are mono or multilayer films used for sausage and meat foodstuff casings, as well as
microwave and roasting bags (MRB) and boil-in-the-bag packaging used to warm, cook or bake
foods inside packaging using microwave or conventional oven [1-8]. In Brazil, PA-6 films have
been applied as vacuum and modified atmosphere packaging for fresh and processed meat as beef
and poultry, and for cheeses. PA-6 shows good gas, aroma, oil and water vapor barrier and good
mechanical and thermoforming properties, besides heat resistance [4]. Caprolactam is the monomer

used in the manufacture of PA-6 [1, 2, 5, 7-10]. After polymerization, residual caprolactam can
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remain in the plastic [1, 5]. Low molecular mass oligomers, additives, degradation compounds, etc.,
can also be present [7, 8]. All of them have the potential to migrate into food in contact [7, 11, 12].

Some authors described the migration of caprolactam [1, 2, 5-7, 9, 13, 14]. Concerning
caprolactam migration from mono and multilayer PA films, PA/PE laminates, PA granulates and
PA casings, the levels ranged from 0.2-56.6 mg/kg into distilled water, 6.0-48.6 mg/kg into 3%
acetic acid, 6.3-46.5 mg/kg into 15% ethanol, 6.4—42.7 mg/kg into 95% ethanol and 1.5-3.8 mg/kg
into olive oil, considering the different PA structures [9]. The migration of caprolactam from
multilayer PA-6 films, used for meat foodstuffs and cheese, ranged from 6.9-10.5 mg/kg into 3%
acetic acid, 7.5-13.0 mg/kg into water and 6.4-10.0 mg/kg into 95% ethanol [13, 14], while from
PA-6/PA-66 roasting bag packaging was 0.98 mg/kg after contact with fatty simulant at 176°C for
30 min [6]. The results from the two-sided caprolactam migration experiments using PA-6/PA-12
and PA-6 films ranged from 30-250 mg/cm’ into water and 0.2-2 mg/cm’ into olive oil [2]. The
amount of caprolactam that migrated from MRB packaging into olive oil after 1h of contact at
175°C was 6.0 mg/cm” and from films used as boil-in-the-bag packaging into boiling water after 1h
of contact ranged from 0.3—1.8 mg/cm’ [5, 7]. Also, caprolactam was quantified in food packaged
in PA-6 films, casings and pouches, in the range of 0.8—13 mg/kg [1]

Sensitive and accurate analytical methods are required to quantify migration of substances.
Chromatographic analysis of polymer extracts has been the main approach. Gas chromatography
with flame ionization detection (GC-FID) [7, 9, 10, 13, 15], liquid chromatography using ultraviolet
detection (HPLC-UV) [5-8, 16, 21], gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS)
[7, 14, 17] and liquid chromatography coupled to mass spectrometry (HPLC-MS) [1, 2, 5, 7] have
been used to identify caprolactam and its oligomers in foodstuffs, in food simulants and in the
packaging. GC-FID is widely used to quantify caprolactam migration levels, while HPLC-UV is
used for the analysis of caprolactam and its oligomers. GC-MS and HPLC-MS are used to identify
and quantify compounds in different matrixes depending on their molecular mass, polarity and
volatility. Solid-phase microextraction (SPME) is a very efficient technique to extract volatile
compounds from a wide range of matrixes including polymers [18]. Headspace (HS)-SPME
combined with GC-MS was used to separate and identify caprolactam and volatile compounds from
multilayer PA-6 films and SPME-GC-MS was used to determine their migration into aqueous
solution [14].

The aim of this work was to develop and validate a gas chromatographic method for
determining caprolactam in water and 15% ethanol and to study its migration from multilayer PA-6

films into water, 15% ethanol and olive oil food simulants.

56



Capitulo 4

2. Experimental

2.1. Samples, chemicals and reagents

Multilayer PA-6 films used for meat foodstuffs and cheese were supplied by the Brazilian
packaging material companies. Virgin films from eight commercial brands used for meat foodstuffs
and five brands for cheese, named brands 1-8 and 9-13, respectively, were studied. Caprolactam
(purity>99%) was used as analytical standard and 2-azacyclononanone (purity>98%) was used as
an internal standard, both purchased from Sigma Aldrich (Buchs, Switizerland). Methanol (MeOH)
and n-heptane HPLC grade were purchased from Mallinckrodt Chemicals (Phillipsburg, USA) and
ethanol HPLC grade were purchased from J.T. Baker. Extra virgin olive oil (La Espafiola),
purchased at the Brazilian retail market, and distilled water were also used. Distilled water, 15%
ethanol solution and extra virgin olive oil were the food simulants used during validation and

migration experiments.

2.2. Instrumentation and chromatographic conditions

Chromatographic analyses were performed in a 17-A Shimadzu Gas Chromatograph
(Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan) equipped with a flame ionization detector. A DB-1701
(J&W Scientific, Folsom, USA) capillary column (30 m x 0.25 mm and 0.25 pum film thickness)
and a DB-5 (J&W Scientific) capillary column (60 m x 0.25 mm x 0.25 um) were used.

Analytical parameters as injector, column and detector temperature, gas flow rate, injection
volume and stationary phase were established on the basis of the method described by the Joint
Center Research [10]. The DB-1701 capillary column was used to establish the chromatographic
conditions, for validation and quantification. The DB-5 capillary column was used to confirm the
identity of caprolactam in the simulants.

A DB-1701 capillary column was employed at 130°C for 1 min, programmed at 10°C/min
up to 170°C for 1min, then heated to 200°C at 10°C/min and held for 2 min. Hydrogen was the
carrier gas (1.0 mL/min) and nitrogen was the make up gas. Injections (1 pL) were made at 240°C

in split mode (1:20). Detector temperature was 250°C.
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2.3. Standard solutions

Stock solutions of caprolactam and 2-azacyclononanone at 10.000 and 350 pg/mL,
respectively, were prepared in methanol. Working solutions were prepared as needed, in water or in

15% ethanol. Calibration was performed with diluted working solutions.

2.4. Validation

The gas chromatographic method to determine caprolactam in water and 15% ethanol food
simulants was developed and validated using the GC-FID. Validation was carried out following the
protocols reported in the literature [20, 21]. Selectivity, calibration and linearity, limit of detection
and limit of quantification, precision and accuracy were evaluated. The development and validation
of the analytical method to determine caprolactam in olive oil was performed following the same

protocols described above and was showed in previous work [22].

2.5. Migration

For the migration assay, pieces of films (2 x 3 cm’) were, independently, placed in contact
with 10 mL of food simulants (water, 15% ethanol and olive oil) inside glass vials, which were
hermetically capped. These vials were stored in an oven thermostatically set at 40 £ 1°C during 10
days. Triplicate samples of each commercial brand of multilayer PA-6 films were analyzed. A blank
prepared only with simulant was used as reference, and exposed and analyzed under the same
conditions. After contact, film samples were removed, the internal standard solution was added, and
then the compounds migrated into water and 15% ethanol were analyzed using GC-FID [10]. For
olive oil simulant the internal standard solution was added to an aliquot of simulant, and a liquid-
liquid extraction, using two parts of n-heptane and one part of ethanol/water (1:2, v/v), was carried
out. After separation of the phases, the aqueous phase was collected, filtered (PTFE, 0.22 um) and
then injected (1 pL) in the GC-FID [10]. Two injections for each replicate of the migration test
were made into the chromatographic system. All migration tests were carried out by total
immersion. Caprolactam levels obtained were submited to the ANOVA and Tukey test was used to

compare differences among means at p < 0.05.
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3. Results and discussion

3.1. Validation of the chromatographic method

Selectivity was evaluated introducing the standard solutions prepared in water and in 15%
ethanol in the GC-FID equipped with a DB-1701 and a DB-5 capillary column. It was verified that
caprolactam and 2-azacyclononanone were free from interfering compounds or those that matched
their signals. However, the best resolution was obtained using DB-1701 column, which was chosen
for validation of the method and migration assay. The retention time (tg) of caprolactam and 2-
azacyclononanone peaks were 6.4 and 8.8 min, respectively.

Calibration curve for caprolactam in water food simulant was linear over the concentration
range of 0.96 to 642.82 pug/mL. Linear regression equation was Yy = -0.00739 + 0.90054x, where y is
the area ratio of caprolactam/2-azacyclononanone and X is the concentration ratio of caprolactam/2-
azacyclononanone. Correlation coefficient (r) was 0.9999 and relative standard deviations (RSD)
obtained for all injections were less than 12.3% for all concentrations. Calibration curve for
caprolactam in 15% ethanol was linear over a wide concentration range (0.64 to 800.32 ng/mL),
with r of 0.9997. Linear regression equation was y = -0.00816 + 0.90431x, and RSD for all
injections were less than 6.5% for all concentrations. Table 1 shows the analytical conditions of the
method for determining caprolactam in water and in 15% ethanol food simulants. The results
obtained from 3% acetic acid and from olive oil food simulants presented here were previously
obtained, and also showed a large linear range (r=0.9999) and RSD values for all injections lower
than 5.3% (Table 1) [13, 22].

Linearity was studied using the area/concentration ratio of caprolactam/2-azacyclononanone
versus the concentration of caprolactam/2-azacyclononanone used in the calibration curve,
expressed in logarithmic scale [23]. It was verified that the concentrations used in the calibration
curve, for water and 15% ethanol, were within the confidence interval of 95% (Figure 1).

Precision is an important criterion for evaluating an analytical method or equipment system
performance [20, 21]. The precision of the method was evaluated using repeatability and
intermediary precision. Repeatability was carried out using intra-day precision, which was analyzed
at three concentration levels, in triplicate. Intermediary precision was carried out using inter-day
precision, which was analyzed at three concentrations levels (n= 10). RSD values obtained from the
intra-day and inter-day precision assay were less than 1.1 and 2.1%, respectively, for water, and less
than 1.1 and 5.5%, respectively, for 15% ethanol (Table 2). The results were quite good for the

concentration levels investigated. The accuracy of the method was studied during the intermediary
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precision evaluation, via recovery, using different spiking levels and was expressed as a percentage
for the true value of the analyte in the sample and the value obtained by analysis. For the three
spiking levels studied, recovery was from 89 to 105% for water, with a maximum RSD of 2.1% and
103 to 111% for 15% ethanol, with RSD values lower than 5.5% (Table 2), indicating good
accuracy and precision of the method. Even when low spiking levels were used, a high recovery
was obtained.

The limit of detection of the method (LOD) was determined experimentally using successive
dilutions from 1.60 pg/mL of caprolactam standard solution prepared in water and in 15% ethanol,
containing 14 pg/mL of 2-azacyclononanone. These water and alcoholic solutions were injected
into the chromatographic system (n=6). The LOD (S/N=3) values obtained were 0.32 pg/mL for
water and 0.16 pg/mL for 15% ethanol, with RSD values lower than 7.2% for both food simulants
(Table 1).

The limit of quantification of the method (LOQ) corresponded to the lowest quantity (2—5
LOD, n = 10) of caprolactam quantified in water and in 15% ethanol [19, 20]. The LOQ of the
method was 0.96 pg/mL for water and 0.64 pg/mL for 15% ethanol, with RSD and accuracy values
lower than 9.1% and 120%, respectively, for both food simulants (Table 1).

3.2. Migration

Once the method was validated, it was used to quantify caprolactam that migrated from
multilayer PA-6 films into simulants. For olive oil, the method was previously developed and
validated [22]. Typical chromatograms from caprolactam migration into water, 15% ethanol and
olive oil food simulants are in Fig. 2. The chromatogram of the blank did not present any
interference in the tg band of the analyte of interest or the internal standard. The levels of
caprolactam that migrated from the films into water, 15% ethanol and olive oil food simulants,
under the official migration conditions (10 days at 40°C) [19, 25, 26], are in Tables 3 and 4. The
levels of caprolactam that migrated into 3% acetic acid, showed in previous work [13], were also
included in Tables 3 and 4 for comparison.

Water food simulant showed caprolactam migration levels from 5.3-7.3 mg/kg, and 15%
ethanol and olive oil showed caprolactam migration levels from 7.3-10.2 mg/kg and 7.1-11.9
mg/kg, respectively, for films used as meat foodstuffs packaging. For water food simulant, the
highest level of caprolactam migrated from brand 3 (7.3 mg/kg), which did not differ (p>0.05) from
brands 4 and 6. For 15% ethanol, the migration of caprolactam from multilayer PA-6 films showed

that the highest level migrated from brand 6 (10.2 mg/kg), which showed no difference (p>0.05)
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from brands 3, 4 and 5. Migration results obtained from olive oil showed that the highest level of
caprolactam (11.9 mg/kg) migrated from brand 6, which did not differ significantly (p>0.05) only
from brand 4. The migration into 3% acetic acid showed that the highest level of caprolactam (10.5
mg/kg) migrated from brand 4, which did not differ significantly (p>0.05) only from brand 6 (Table
3).

Brands 4 and 6 showed similar behavior with higher levels of caprolactam into all the
simulants when compared to the other brands. Olive oil was the simulant with the highest level of
caprolactam migration. Brands 4, 6, 7 and 8 showed higher levels (p<0.05) of caprolactam into
olive oil, with no difference (p>0.05) only from brand 4 and 8 for 3% acetic acid and 15% ethanol,
respectively. Migration of caprolactam into 3% acetic acid was higher from brands 1 and 2. Brand 3
showed no difference (p>0.05) between olive oil, 3% acetic acid and 15% ethanol. The lowest
caprolactam level migrated into water, which showed a reduction around 21-47% on caprolactam
migration when compared to the other simulants. On the other hand, Stoffers et al. [2] described
that almost all caprolactam migrated from a monolayer PA-6 film into water instead of into olive
oil, because of its hydrophilic character.

Among multilayer PA-6 films used for cheese, brand 10 showed the highest level of
caprolactam migraton into water (5.4 mg/kg), differing significantly (p<0.05) from all the other
brands. Brand 10 also showed the highest level of caprolactam migration into 15% ethanol (7.3
mg/kg), differing (p<0.05) from all the other brands, and into 3% acetic acid (7.6 mg/kg), with no
significant difference (p>0.05) from brand 11. For olive oil, it was found that the highest level of
caprolactam migrated from brand 9 (4.9 mg/kg), which differed (p<0.05) from all the other brands.
Brand 12 showed caprolactam level very low in all simulants, and below LOQ of the method in 3%
acetic acid, so it was not quantified. Caprolactam migration was not detected from brand 13 into
water, olive oil and 3% acetic acid, and was below LOQ of the method for 15% ethanol. 3% Acetic
acid was the simulant with the highest level of caprolactam migration and apparently showed no
difference from 15% ethanol. In a general way, the lowest caprolactam levels migrated into water
and olive oil (Table 4).

It should be pointed out that all the samples studied showed caprolactam migration levels
below to the specific migration limit established for caprolactam (15 mg/kg), and therefore, they are
in accordance to Legislation [19, 24].

In some cases, the results of migration tests for olive oil or other fatty food simulants, should
use a reduction factor, which is 4 for meat foodstuffs and 3 for cheese [19, 27]. This is

conventionally used to take into account the highest extractive capacity of some fatty food
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simulants. In this work the reduction factor was not used to express the migration of caprolactam
into olive oil.

Some works described caprolactam migration from PA packaging [1,2, 5-9] but few were
found from Brazilian multilayer PA-6 films [13, 22]. The amount of caprolactam that migrated from
multilayer PA-6 films, used for meat foodstuffs and cheese, into water ranged from 7.5-13.0 mg/kg,
and was higher than the results showed in this work for films used for meat foodstuffs and similar to
those obtained for the film used as cheese packaging, considering that a different volume of
simulant (15 mL) and a different analytical technique were used. On the other hand, caprolactam
migration from the same multilayer PA-6 films into 95% ethanol (7.7-10.0 mg/kg) was inside the
interval obtained for olive oil in this work, although it had been lower for films used for meat
foodstuffs and slightly higher for the film used for cheese, when the simulant volume of 15 mL was
taken into account [14]. Both of them are used as fatty food simulants [19, 27]. Pogorzelska and
Mielniczuk [9] described caprolactam migration from PA films into water, 15% ethanol, olive oil
and 3% acetic acid ranging from 6.6-17.0, 6.3-16.4, 1.5-3.8 and 6.0-16.3 mg/kg, respectively, which
included the caprolactam range obtained in our study for multilayer PA-6 films used as meat
foodstuffs and cheese packaging. Begley et al. [6] described a caprolactam migration from PA-
66/PA-6 roasting bag into Mygliol of 0.98 mg/kg, similar that we obtained for olive oil (1.03
mg/kg). Caprolactam was quantified in the range of 0.8-13 mg/kg in food samples packaged in PA-
6 films, casings and pouches [1], similar to the results showed in this work, although the migration
assay had been carried out with foods instead of simulants.

In contrast, other works showed caprolactam migration levels different from those obtained
in this work, which should be related to the different PA structures, thickness and conditions of
contact, etc. Concerning caprolactam migration from PA-6 films into water, the levels ranged from
0.3-1.8 mg/cm” [5] and from 30-250 mg/cm” for mono and multilayer films containing PA-6 [2],
higher than ours (0.002-0.012 mg/cm?). For fatty food simulants, caprolactam migration from PA-
6/PA-12 and PA-6 films into olive oil ranged from 0.2-2 mg/cm?, respectively [2], and 6 mg/cm? of
caprolactam migrated into olive oil [7], higher than caprolactam migration levels from this work

(0.003-0.022 mg/cm?).
4. Conclusions
The method developed and validated was considered effective to determine caprolactam in

water and 15% ethanol food simulants, showing low limit of detection, good precision and

accuracy, and a maximum time of analysis of 11 minutes. The method was also efficient to quantify
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caprolactam that migrated from multilayer PA-6 films into water, 15% ethanol and olive oil food
simulants, which ranged from 5.3-7.3 mg/kg, 7.3—-10.2 mg/kg and 7.1-11.9 mg/kg, respectively, for
films used as meat foodstuffs packaging, and from 1.0-5.4 mg/kg, 1.1-7.3 mg/kg and 1.4-4.9
mg/kg, respectively, for films used for cheese. All multilayer PA-6 films were in accordance to the
requirements of legislation for migration of caprolactam. The levels of caprolactam migration from
multilayer PA-6 films into water, 15% ethanol and olive oil food simulants were the first reported

for Brazilian multilayer PA-6 films used for meat foodstuffs and cheese.
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Fig. 1. Area/concentration ratio of caprolactam/2-azacyclononanone versus concentration of

caprolactam/2-azacyclononanone used in the calibration curve, expressed in logarithmic scale.

Values inside dash lines are between confidence interval of 95%. (a) Water and (b) 15% ethanol

food simulants.
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Fig. 2. Typical chromatograms of caprolactam migrated from multilayer PA-6 films into water,
15% ethanol and olive oil, using GC-FID; (a) brand 6 for meat foodstuffs and (b) brand 2 for
cheese. Conditions: Column temperature was held for 1 min at 130°C, programmed at 10°C/min to
170°C and held for 1 min, and then programmed at 10°C/min to 200°C and held for 2 min. Carrier
gas: Hydrogen (1 mL/min). Injections (1 uL) were performed at 240°C in split mode (1:20). The
detector temperature was 250°C.
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Table 1
Validation parameters for caprolactam analysis in water, 15% ethanol, 3% acetic acid and olive oil

food simulants, using GC-FID.

Linear Ranee Correlation Limit of Limit of LOQ
Food simulant (g /mL)g Regression Equation ~ Coefficient — Deteccion Quantificacion Recovery
() (LOD) (ug/mL) (LOQ) (pg/mL) (%)
Distilled Water ~ 0.96 - 642.82  y=-0.0074 + 0.9005x 0.9999 0.32 (7.16) 0.96 (4.86) 99
15% Ethanol 0.64 - 800.32  y=-0.0082 + 0.9043x 0.9997 0.16 (6.16) 0.64 (9.11) 120
3% Acetic Acid* 1.60 - 640.00 y=-0.0744 + 0.9346x 0.9999 0.24 (5.06) 1.60 (6.42) 132
Olive Qil** 1.06 - 1062.34  y=10.0280 + 1.0661x 0.9999 0.10 (7.56) 1.06 (6.78) 73

RSD, relative standard deviation (%) in parenthesis for LOD and LOQ.
* Results showed in Félix et al. 2007 [13]. ** Linear range, LOD and LOQ expressed as pg/g.
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Table 2
Precision and accuracy of the method for determination of caprolactam in water and 15% ethanol

food simulants.

Water Food Simulant Repeatability (intra-day precision) (n=3) Intermediary precision (inter-day precision) (n=10)
Spiked level (pg/mL) 1.61 32.14 401.76 1.61 32.14 401.76
Found (mean + SD) (ung/mL) 1.41+£0.02 31.57+0.28 418.09+2.65 1.43+0.03 31.40+0.32 420.06+8.92
RSD* 1.10 0.90 0.63 2.02 1.01 2.12
Accuracy® 89 98 105

15% Ethanol Food Simulant Repeatability (intra-day precision) (n=3) Intermediary precision (inter-day precision) (n=10)
Spiked level (ng/mL) 0.72 160.30 601.20 0.72 160.30 601.20
Found (mean + SD) (ug/mL)  0.77+0.01 169.56 £0.77 638.22+6.70 0.80+0.04 165.65+4.50 629.21 +24.6
RSD* 0.84 0.45 1.05 5.45 2.72 3.91
Accuracy® 111 103 105
*RSD, relative standard deviation (%).

b Accuracy (%).
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Table 3

Migration levels of caprolactam from multilayer PA-6 films, used for meat foodstuffs, into water,

15% ethanol, olive oil and 3% acetic acid food simulants (10 days at 40°C).

Sample Food Simulant® (mg/kg)
Distilled Water 15% Ethanol Olive Oil 3% Acetic Acid*
1 6.12 +0.30 (4.84)bcC 8.71 £0.49 (5.61)bAB 7.97 £0.32 (3.97)dB 9.49 +0.33 (3.51)bcA
2 5.61 £0.14 (2.42)cdC 7.30£0.27 (3.67)cB 7.09+0.16 (2.31)eB 7.93 +£0.26 (3.28)cA
3 7.34+£0.33 (4.56)aB 9.66 £0.33 (3.38)aA 9.69 £0.42 (4.33)cA 9.65+0.40 (4.10)bA
4 7.17 £ 0.41 (5.69)aC 10.04 £0.52 (5.14)aB 11.31 £0.68 (6.01)abA  10.46 + 0.65 (6.19)aAB
5 6.46 +0.38 (5.92)bC 9.73 £0.23 (2.36)aA 9.06 + 0.59 (6.49)cB 8.88 £ 0.56 (6.35)cdB
6 6.91 +£0.37 (5.38)aC 10.17 £ 0.29 (2.84)aB 11.89 £ 0.77 (6.44)aA 9.90 + 0.50 (5.04)abB
7 5.72 4 0.37 (6.51)cdC 8.40+£0.19 (2.22)bB 10.79 £ 0.23 (2.13)bA 8.57 +£0.25 (2.97)deB
8 5.34+0.09 (1.62)dC 8.41 +0.35 (4.13)bAB 8.82 + 0.53 (6.03)cdA 7.75 + 0.53 (6.90)eB

* Mean of six replicates of the found value + standard deviation (SD); RSD, relative standard deviation (%) between parenthesis.
*Showed at Felix et al. 2007 [13].

Mean scores within a line followed by same capital letters (A, B, C, D) are not significantly different (p>0.05).
Mean scores within a column followed by same letters (a, b, ¢, d, e) are not significantly different (p>0.05).
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Table 4

Migration levels of caprolactam from multilayer PA-6 films, used for cheese, into water, 15%

ethanol, olive oil and 3% acetic acid food simulants (10 days at 40°C).

Sample

Food Simulant® (mg/kg)

Distilled Water

15% Ethanol

Olive Oil

3% Acetic Acid*

9

10
11
12

13

476 +0.08 (1.61)bB
5.43+0.37 (6.81)aB
4.80 +0.27 (5.54)bC
1.03 +0.08 (7.37)cB

ND

6.70 + 0.28 (4.23)bA
7.30+0.30 (4.11)aA
6.48 + 0.29 (4.41)bB
1.12 +0.04 (3.61)cB

<LOQ

4.97+0.11 (2.15)aB
4.08 +0.06 (1.40)bC
2.89 4 0.05 (1.78)cD
1.38 + 0.08 (6.06)dA

ND

6.92 +0.45 (6.52)bA
7.59 +0.33 (4.34)aA

7.01 +0.30 (4.25)abA

<LOQ

ND

* Mean of six replicates of the found value + standard deviation (SD); RSD, relative standard deviation (%) between parenthesis.
*Showed at Felix et al. 2007 [13]. ND. Not detected; LOQ. Limit of quantification.
Mean scores within a line followed by same capital letters (A, B, C, D) are not significantly different (p>0.05).

Mean scores within a column followed by same letters (a, b, ¢, d, e) are not significantly different (p>0.05).

70



CAPITULO 5

EFFECT OF GAMMA IRRADIATION ON CAPROLACTAM MIGRATION
FROM MULTILAYER POLYAMIDE 6 FILMS INTO FOOD SIMULANTS

Trabalho a ser submetido a Revista Food Additives and Contaminants, 2008



Capitulo 5

Effect of gamma irradiation on caprolactam migration from multilayer polyamide 6

films into food simulants

J. S. Félix*, J. E. Manzoli”, M. Padula‘, M. Monteiro™"

# Department of Food and Nutrition/School of Pharmaceutical Science, Sdo Paulo State
University,PO Box 502, 14801-902, Araraquara, SP, Brazil. ® Nuclear and Energetic
Research Institute (IPEN), Sdo Paulo, SP, Brazil. ¢ Packaging Technology Center/Food
Technology Institute (CETEA/ITAL), Campinas, SP, Brazil.

The effect of gamma irradiation on caprolactam migration from multilayer polyamide 6
films into water, 3% acetic acid, 15% ethanol and olive oil food simulants was studied. For
migration assay, irradiated and non-irradiated film samples (6 cm?) were placed in
contact with 10mL of simulant, and exposed at 40°C during 10 days (total immersion). The
amount of caprolactam that migrated from the films used for meat foodstuffs into food
simulants ranged from 5.7 to 11.9 mg kg™ for non-irradiated films, from 4.8 t010.6 mg kg™
and from 3.6 to 6.0 mg kg™ for films irradiated at 3 and 7 kGy, respectively. Caprolactam
migration from films used for cheese into food simulants ranged from 1.0 to 7.6 mg kg™ for
non-irradiated films and from 4.0 to 7.9 mg kg™ for films irradiated at 12 kGy. The effect
of irradiation showed a reduction on caprolactam levels with the increase of the
irradiation dose from 0 to 7 kGy for films used as meat foodstuffs packaging, while for
films used as cheese packaging almost no changes were observed in caprolactam
migration from non-irradiated or irradiated films into all simulants, with the exception of

olive oil which showed an increase in caprolactam level with irradiation.

Keywords: caprolactam, migration, multilayer polyamide 6 films, irradiation, food

simulants, GC-FID.

*To whom correspondence should be addressed.

e-mail: monteiro@fcfar.unesp.br ; jufelix78@gmail.com

Introduction

Irradiation is used in many countries for prepackaged foodstuffs as processed meat, sauces,

salad dressing, fruit juices, wine, butter, etc. In general, packaging materials must be
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compatible with irradiation and food, and should not change their properties or produce
toxic substances that migrate into foods (ANVISA 1999; 2001; EC 1999 a; b; FDA 2005;
Chmielewski 2006).

Caprolactam is the monomer used to produce polyamide 6 (PA-6) (Barkby and Lawson
1993, Soto-Valdez et al. 1997, Bradley et al. 2004, EC 2004, Stoffers et al. 2005). After
polymerization, residual caprolactam remains in the resin once polymerization is not
complete and, can migrate into food in contact (Barkby and Lawson 1993, Monteiro et al.
1999; Bradley et al. 2004). Typical applications of PA-6 films are vacuum and modified
atmosphere packaging for meat, poultry and cheese. Multilayer films containing PA-6, PA-
66, PA-12 and PA MXD-6 are used for meat foodstuffs such as bologna, ham and sausage,
among other products (Sarantdpoulos et al. 2001, 2002, Bradley et al. 2004, Stoffers et al.
2005). PA-6, PA-66 microwave and roasting bags (MRB), boil-in-the-bag and cook-in
packaging are also used (Begley et al. 1995, Soto-Valdez et al. 1997, Gramshaw and Soto-
Valdez 1998). In addition to other advantages, PA-6 is approved for contact with
prepackaged food during irradiation (EC 1999a; b, ANVISA 2001, FDA 2005).

The effect of irradiation on migration of compounds from plastic packaging into food is an
important issue concerning packaging producers, food industry and researchers due to the
possible reduction of the migration levels. Stoffers et al. (2004), Ito et al. (2005), Jeon et
al. (2007), reported the reduction of additives migration from LDPE and HDPE, PVC sheet
and tubing, LLDPE film, respectively.

Caprolactam migration from multilayer PA-6 films into 95% ethanol ranged from 6.1 to
9.0 ug g after irradiation at 3, 7 and 12 kGy, and from 7.7 to 10.0 ug g”' for non-irradiated
films. For water food simulant, migration was observed only for non-irradiated films (7.5
to 13.0 pg g'). Caprolactam migration was reduced with the increase of irradiation dose
from 0 to 3 kGy and remained almost the same up to 7 kGy for films used as meat
foodstuffs packaging, while for films used as cheese packaging no changes were observed
between non-irradiated and irradiated films (12 kGy). Besides caprolactam migration, low
levels of decaldehyde (0.004 pg g') and 2-cyclopentylcyclopentanone (0.02 pg g™)

migrated from non-irradiated films into water food simulant (Félix et al. 2008).

It has been reported that the overall migration of LDPE/PA/Ionomer films into isooctane
and 3% acetic acid, submitted to gamma radiation at 5, 10 and 30 kGy, showed no
significant differences (p>0.05) when doses up to 10 kGy were used, therefore it was

reduced ca 16-22% at 30 kGy (Goulas et al. 2003). On the other hand, no significant
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differences (p>0.05) were observed in the overall migration from HDPE/PA bottles into
distilled water, 3% acetic acid and isooctane when irradiation at 5, 10, 30 and 60 kGy was

used (Goulas et al. 2004).

The levels of caprolactam from PA-6 films irradiated at 5 kGy increased more than twice
(164.1 mg kg'1) when compared with non-irradiated films (70.8 mg kg'1) and were almost
the same with doses from 5 to 200 kGy (Park et al. 2006). Irradiation of PA-6 films (25, 50
e 100 kGy) did not change caprolactam levels, although aminocaproic acid had been
produced (Yagoubi et al. 1995). Gamma radiation (0-54 kGy) did not affect the levels of
monomers and low molecular mass oligomers from PA-6 and PA-12 films (Stoffers et al.

2004).

The objective of this work was to study the effect of gamma irradiation on caprolactam
migration from multilayer PA-6 films, used as meat foodstuffs and cheese packaging, into

distilled water, 3% acetic acid, 15% ethanol and olive oil food simulants.

Experimental

Chemicals and reagents

Caprolactam (purity>99%) was used as analytical standard and 2-azacyclononanone
(purity>98%) was used as an internal standard, both purchased from Sigma Aldrich

(Buchs, Switizerland).

Methanol (MeOH) and n-heptane HPLC grade were purchased from Mallinckrodt
Chemicals (Phillipsburg, USA) and ethanol HPLC grade were purchased from J.T. Baker.
Extra virgin olive oil (La Espafiola), purchased at the Brazilian retail market, and distilled
water were also used. Acetic acid (P.A. grade) was acquired from Merck (Darmstad,

Germany).

Distilled water, 3% acetic acid, 15% ethanol and olive oil were food simulants used during

migration experiments.
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Samples

Commercially available multilayer PA-6 films were supplied by the Brazilian producing
companies. Virgin films from four commercial brands used for meat foodstuffs and five

brands used for cheese, named brands 1-4 and 5-9, respectively, were studied.
Methods

GC-FID analysis. Chromatographic analyses were performed in a 17-A Shimadzu Gas
Chromatograph (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan) equipped with a flame ionization
detector. A DB-1701 (J&W Scientific, Folsom, USA) capillary column (30 m x 0.25 mm
and 0.25 pm film thickness) and a DB-5 (J&W Scientific) capillary column (30 mx0.25
mmx0.25 pm) were used. A DB-1701 capillary column was used at 130°C for 1 min,
programmed at 10°C/min up to 170°C for 1min, then heated to 200°C at 10°C/min and held
for 2 min. Hydrogen was the carrier gas (1.0 mL/min) and nitrogen was the make up gas.
Injections (1 puL) were made at 240°C in split mode (1:20). Detector temperature was

250°C.
Irradiation

The irradiation was performed at the Radiation Technology Center (CTR) of the Nuclear
and Energetic Research Institute (IPEN), Brazil, using Gamacell 60 cobalt irradiator of 12
kCi. Multilayer PA-6 films (2 X 3 cm®) were disposed in hermetically closed glass vials
(20 mL) and submitted to gamma radiation in doses of 3 and 7 (meat foodstuffs) and 12
kGy (cheese) with dose rate of 3 kGy/h, in the presence of oxygen and at room temperature

(IAEA 2002).
Migration

For the migration assay, pieces of irradiated and non-irradiated films (2 x 3 cm®) were,
independently, placed in contact with food simulants (water, 15% ethanol and olive oil)
inside glass vials which were hermetically capped. These vials were stored in an oven
thermostatically set at 40 £ 1°C during 10 days. Triplicate samples of each commercial

brand of multilayer PA-6 films were analyzed for each irradiation dose. A blank prepared

75



Capitulo 5

with non-irradiated PA-6 films from each brand in contact with each simulant and another
only with simulant were used as reference, and exposed and analyzed under the same
conditions. After contact, film samples were removed, the internal standard solution was
added, and then the compounds migrated into water, 3% acetic acid and 15% ethanol were
analyzed using GC-FID (EC 2004). For olive oil simulant the internal standard solution
was added to an aliquot of simulant, and a liquid-liquid extraction, using two parts of n-
heptane and one part of ethanol/water (1:2, v/v), was carried out. After separation, the
aqueous phase was collected, filtered (PTFE, 0.22 um) and then injected (1 pL) in the GC-
FID (EC 2004). Two injections for each replicate of the migration test were made into the
chromatographic system. All migration tests were carried out by total immersion.
Caprolactam levels obtained were submitted to the ANOVA and Tukey test was used to
compare differences among averages at p<0.05. The method used to determine
caprolactam in food simulants was previously developed and validated in our laboratory
and was used to quantify caprolactam in distilled water, 3% acetic acid, 15% ethanol and

in olive oil (Félix et al. 2006, 2007).

Results and discussion

Migration

Typical chromatograms of caprolactam migration from irradiated and non-irradiated
multilayer PA-6 films into olive oil food simulant are shown in Fig. 1. The chromatogram
of the blank did not present any interference in the retention time (tg) band of the analyte
of interest or the internal standard. The levels of caprolactam that migrated from the
irradiated and non-irradiated films into water, 3% acetic acid, 15% ethanol and olive oil
food simulants, under the official migration conditions (10 days at 40°C) (EC 1982, 1985,
2002, ANVISA 1999), are shown in Table 1.

Caprolactam migration into distilled water ranged from 5.7-7.2 mg kg™ for non-irradiated
films used as meat foodstuffs packaging and from 4.8-6.5 and 3.6-4.4 mg kg™ for films
irradiated at 3 and 7 kGy, respectively. The highest level of caprolactam (7.2 mg kg™)
migrated from non-irradiated films of brand 2, which did not differ (p>0.05) from brand 3.
There were statistically significant differences (p<0.05) in caprolactam migration between

irradiated (all absorbed doses) and non-irradiated films of brands 1, 2 and 4, with the
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exception of brand 3 (p>0.05) at 0 and 3 kGy. In general, a decrease of 6-19% between 0
and 3 kGy and 37-45% between 0 and 7 kGy occurred in caprolactam migration (Table 1).
For films used for cheese, caprolactam levels ranged from 1.0-4.8 mg kg' for non-
irradiated films and from 4.8-6.8 mg kg™ for irradiated films. The highest level was 6.8 mg
kg" from irradiated films of brand 6, which differed (p<0.05) from all the other brands.
There was a significant difference (p<0.05) from irradiated and non-irradiated films of
brands 6 and 7, with the exception of brand 5 (p>0.05) at doses of 0 and 12 kGy. In
contrast with the films used as meat foodstuffs packaging, multilayer PA-6 films used for
cheese showed an increase of 1-24% in caprolactam migration when the films were
submitted to irradiation at 12 kGy. Caprolactam migration from brand 8, irradiated and

non-irradiated, and brand 9 (irradiated) into water was not detected (Table 2).

Caprolactam migration from non-irradiated and irradiated (3 and 7 kGy) films used for
meat foodstuffs into 3% acetic acid ranged from 8.6-10.5, 6.4-9.0 and 4.2-6.0 mg kg™,
respectively. The highest level of caprolactam (10.5 mg kg™) migrated from non-irradiated
films of brand 2, which did not differ (p>0.05) from brands 1 and 3. Similarly for water,
there were differences (p<0.05) in caprolactam migration between non-irradiated and
irradiated (3 and 7 kGy) films of brands 1, 2 and 4, with the exception of brand 3 that
showed no difference (p>0.05) in caprolactam migration at doses of 0 and 3 kGy. A
decrease of 9-27% in caprolactam migration between 0 and 3 kGy and of 42-51% between
0 and 7 kGy was observed (Table 1). Caprolactam migration from films used for cheese
into 3% acetic acid ranged from 6.9-7.6 mg kg™ for non-irradiated films and from 6.5-7.7
mg kg for irradiated films. The highest level was 7.7 mg kg from irradiated films of
brand 6, which differed (p<0.05) from all the other brands. No differences (p>0.05) were
observed between caprolactam migration from non-irradiated and irradiated (12 kGy) films
from brands 5 and 6 while films from brand 7 (p<0.05) showed a decrease of 8% in
caprolactam levels when irradiated. For brand 8, non-irradiated films showed caprolactam
level below LOQ of the method, so it was not quantified and for irradiated films
caprolactam was not detected, as well as non-irradiated and irradiated films of brand 9

(Table 2).

For 15% ethanol caprolactam migration ranged from 8.4-10.2 mg kg™ for non-irradiated
films used as meat foodstuffs packaging, from 6.6-8.7 and 4.0-5.1 mg kg' for films
irradiated at 3 and 7 kGy, respectively. The highest level of caprolactam (10.2 mg kg™)
migrated from non-irradiated films of brand 3, which did not differ (p>0.05) from brand 2.

77



Capitulo 5

There were significant differences (p<0.05) in caprolactam migration between non-
irradiated and irradiated from all the brands (all absorbed doses). A decrease of 15-24%
between 0 and 3 kGy and of 45-52% between 0 and 7 kGy in migration levels was
observed (Table 1). Caprolactam migration ranged from 1.1-7.3 mg kg™ for non-irradiated
and from 6.0-7.9 mg kg™ for irradiated films used as cheese packaging. The highest level
was 7.9 mg kg from irradiated films of brand 6, which differed (p<0.05) from all the
other brands. There were differences (p<0.05) from irradiated and non-irradiated films of
brands 5 and 6, but from brand 5, the highest caprolactam value occurred in non-irradiated
films and the opposite was observed for brand 6. There was no difference (p>0.05) in
caprolactam migration of brand 7. For irradiated films of brand 8 and non-irradiated films
of brand 9, caprolactam levels were below LOQ of the method, but for irradiated films of

brand 9, caprolactam was not detected (Table 2).

Migration results obtained for caprolactam from non-irradiated and irradiated (3 and 7
kGy) films used for meat foodstuffs into olive oil ranged from 7.1-11.9, 6.7-10.6 and 4.2-
5.5 mg kg, respectively. The highest level of caprolactam (11.9 mg kg™") migrated from
non-irradiated films of brand 3, which did not differ (p>0.05) from brand 2. Similarly for
water and 3% acetic acid, differences (p<0.05) were observed in caprolactam migration
between non-irradiated and irradiated (3 and 7 kGy) films of brands 1, 2 and 4, with the
exception of brand 3 that showed no difference (p>0.05) at doses of 0 and 3 kGy. A
decrease of 4-38% between 0 and 3 kGy and of 37-62% between 0 and 7 kGy occurred in
caprolactam migration levels (Table 1). Caprolactam migration from films used for cheese
into olive oil ranged from 1.4-5.0 mg kg™' for non-irradiated films and from 4.0-7.5mg kg™
for irradiated films. The highest level was 7.5 mg kg™, from irradiated films of brand 5,
which did not differ (p>0.05) from brand 6. Differences (p<0.05) were observed from all
brands of irradiated and non-irradiated films. For brands 5, 6 and 7 caprolactam migration
was higher in irradiated films than in non-irradiated films. For irradiated films of brand 8
caprolactam levels were below LOQ of the method and from irradiated and non-irradiated

films of brand 9 caprolactam migration was not detected (Table 2).

It should be pointed out that all the samples studied showed caprolactam migration below
the specific migration limit of 15 mg/kg, and therefore, they are in accordance to the limits

established by Brazilian and EC legislation (ANVISA 1999, EC 2002).

Migration of compounds into olive oil or other fatty food simulants should use a reduction

factor, which is 4 for meat foodstuffs and 3 for cheese (EC 1985, ANVISA 1999). This is

78



Capitulo 5

conventionally used to take into account the highest extractive capacity of some fatty food
simulants. In this work the reduction factor was not used to express the migration of

caprolactam into olive oil.

Conclusions

The effect of gamma irradiation on caprolactam migration from multilayer polyamide 6
films into water, 3% acetic acid, 15% ethanol and olive oil food simulants showed a
reduction in caprolactam levels with the increase of the irradiation dose for films used as
meat foodstuffs packaging, while for films used as cheese packaging, almost no differences
were observed in caprolactam levels from irradiated and non-irradiated films into water,
3% acetic acid and 15% ethanol, although most of the irradiated films showed higher

caprolactam migration, especially into olive oil.

Acknowledgements

This work has been supported by CAPES and PADC/FCF/UNESP(Brazil).

References

ANVISA, 1999. Resolution No 105 (19 May 1999). Regulamentos técnicos sobre
disposi¢des gerais para embalagens e equipamentos plasticos em contato com alimentos e
seus anexos. Brasilia (DF): Federal Government. Available from: http:/e-
legis.anvisa.gov.br/leisref/public/ showAct.php?id=19772&word=

ANVISA, 2001. Resolution No 21 (26 January 2001). Regulamento Técnico para
Irradiagdo de Alimentos. Brasilia (DF): Federal Government. Available from: http://e-
legis.anvisa.gov.br/leisref/public/showAct.php?id=161&word=

BARKBY, C. T. and LAWSON, G., 1993, Analysis of migrants from nylon 6 packaging
films into boiling water. Food Additives and Contaminants, 10, 541-553.

BEGLEY, T. H.; GAY, M. L. and HOLLIFIELD, H. C., 1995, Determination of migrants
in and migration from nylon food packaging. Food Additives and Contaminants, 12, 671-
676.

79



Capitulo 5

BRADLEY, E. L.; SPECK, D. R.; READ, W. A. and CASTLE, L., 2004, Method of test
and survey of caprolactam migration into foods packaged in nylon-6. Food Additives and
Contaminants, 21, 1179-1185.

BUCHALLA, R.; BOESS, C. and BOGL, K. W., 1999, Characterization of volatile
radiolysis products in radiation-sterilized plastics by thermal desorption-gas
chromatography-mass spectrometry: screening of six medical polymers. Radiation Physics
and Chemistry, 56, 353-367.

BUCHALLA, R.; BEGLEY, T. H. and MOREHOUSE, K. M., 2002, Analysis of low-
molecular weight radiolysis products in extracts of gamma-irradiated polymers by gas
chromatography and high-performance liquid chromatography. Radiation Physics and
Chemistry, 63, 837-840.

BUREAU, G. and MULTON, J. L. lonizing treatment and packaging - preservation of
foodstuffs packaged in flexible packaging. In: Bureau G, Multon JL (eds) Food Packaging
Technology, v.2, New York: VCH, 1996, p.65-84.

CHMIELEWSKI, A.G. Packaging for food irradiation.Raporty IChT]. Seria B nr 1°/2006.
Edited by Institute of Nuclear Chemistry and Technology, Warszawa, 26 p., 2006.

EC, 1982. Council Directive 82/711/EEC laying down the basic rules necessary for testing
migration of the constituents of plastic materials and articles intended to come into contact
with foodstuffs. Official Journal of the European Communities. L372/16.

EC, 1985. Council Directive 85/572/EEC laying down the list of simulants to be used for
testing migration of constituents of plastic materials and articles intended to come into
contact with foodstuffs. Official Journal of the European Communities. L372/16.

EC, 1999(a). Commission Directive 1999/2/CE on the approximation of the laws of the
Member States concerning foods and food ingredients treated with ionising radiation.
Official Journal of  the European Communities. Available from:
http://ec.europa.eu/food/fs/sfp/fi02_en.pdf#tsearch=%22Directive%201999%2F2%2FEC%
22.

EC, 1999(b). Commission Directive 1999/3/EC on the establishment of a Community list
of foods and food ingredients treated with ionising radiation. Official Journal of the
European Communities. Available from: http://ec.europa.eu/food/fs/sfp/fi03 _en.pdf.

EC, 2002. Commission Directive 2002/72/EC relating to plastics materials and articles
intended to come into contact with foodstuffs. Official Journal of the European
Communities, L220, 18-58.

80



Capitulo 5

EC, 2004. Joint Research Centre. Specific Migration Methods. Determination of
Caprolactam in Food Simulants. Available from: http://cpf.jrc.it/smt/monomers/downloads
/pm14200.pdf.

FDA, 2005. US Code of Federal Regulations. Packaging materials for use during the
irradiation of prepackaged food. 21CFR 179.45. Available from: http://www.accessdata.
fda.gov/scripts/cdrh/cfdocs/cfcfr/CFRSearch.cfm?fr=179.45&SearchTerm=irradiation.
FELIX, J. S.; PADULA, M.; MANZOLL, J. E.; MONTEIRO, M., 2006, Desenvolvimento
e validacdo de método analitico para determinacdo de e-caprolactama em simulante de
alimentos gordurosos. Alimentos e Nutrigdo, 17, 329-335.

FELIX, J. S.; PADULA, M.; MANZOLI, J. E.; MONTEIRO, M., 2007, Migragio de &-
caprolactama de embalagens contendo poliamida 6 para simulante acido acético 3% e
validagdo do método analitico. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, 27, 27-32.

FELIX, J. S.; MONTEIRO, M.; MANZOLI, I. E.; PADULA, M.; PEZO, D.; ROMERO,
J.; NERfN, C., 2008, Identification and migration of degradation compounds from
irradiation of multilayer polyamide 6 films for meat foodstuffs and cheese. Analytical and
Bioanalytical Chemistry. DOI  10.1007/s00216-008-1893-3.  Available on line:
http://www.springerlink.com/content/e666100588515j55/fulltext.pdf.

GRAMSHAW, J. W. and SOTO-VALDEZ, H., 1998, Migration from polyamide
‘microwave and roasting bags’ into roast chicken. Food Additives and Contaminants, 15,
329-335.

IAEA, 2002. TRS-409, Dosimetry for food irradiation. International Atomic Energy
Agency, Vienna, Technical report series, ISSN 0074-1914; n0.409.

ITO, R.; SESHIMO, F.; HAISHIMA, Y.; HASEGAWA, C.; et al., 2005, Reducing the
migration of di-2-ethylhexyl phthalate from polyvinyl chloride medical devices.
International Journal of Pharmaceutical, 3003, 104-112.

JEON, D. H.; PARK, G. Y.; KWAK, 1. S.; LEE, K. H.; PARK, H. J., 2007, Antioxidants
and their migration into food simulants on irradiated LLDPE film. LWT - Food Science
and Technology, 40, 151-156.

MONTEIRO, M.; NERIN, C and REYES, F. G. R., 1999, Migration of Tinuvin P, as a UV
stabilizer, from PET bottles into fatty-food simulants. Packaging Technology and Science,
12, 241-248.

PARK, G.Y.; CHO, S.Y.; JEON, D.H.; KWAK, L.S.; LEE, K.H.; PARK, H.J., 2006,
Formation of monomer residues in PS, PC, PA-6 and PVC upon y-irradiation. Radiation
Physics and Chemistry, 75, 1055-1059.

81



Capitulo 5

SARANTOPOULOS, C. I. G. L.; OLIVEIRA, L. M.; CANAVESI, E. Requisitos de
conservagdo de alimentos em embalagens flexiveis. Campinas: CETEA/ITAL, 2001.
p-151-171; 175-182.

SARANTOPOULOS, C. I. G. L.; OLIVEIRA, M.L.; COLTRO, L.; VERCELINO, A. R.
M.; CORREA, G. E. E. Embalagens plasticas flexiveis: principais polimeros e avaliagdo
de propriedades. Campinas: CETEA/ITAL, 2002. p.24-27.

SOTO-VALDEZ, H.; GRAMSHAW, J. W. and VANDERBURG, H. J., 1997,
Determination of potencial migrants present in Nylon ‘microwave and roasting bags’ and
migration into olive oil. Food Additives and Contaminants, 14, 309-318.

STOFFERS, N. H.; LINSSEN, J., P., H.; FRANZ, R. and WELLE, F., 2004, Migration
and sensory evaluation of irradiated polymers. Radiation Physics and Chemistry, 71, 203-
206.

STOFFERS, N. H.; DEKKER M.; LINSSEN, J. P. H.; STOMER A.; FRANZ, R. and
VAN BOEKEL, M. A. J. S., 2005, Modelling of simultaneous two-sided migration into
water and olive oil from nylon food packaging. European Food Research Technology, 220,
156-162.

WELLE, F.; MAUER, A. and FRANZ, R., 2002, Migration and sensory changes of
packaging materials caused by ionising radiation. Radiation Physics and Chemistry, 63,
841-844.

YAGOUBI, N.; BAILLET, A.; PELLERIN, F. and FERRIER, D., 1995, Physico-chemical
behaviour of [ irradiated plastic materials currently used as packaging and medical

products. Nuclear Instruments and Methods in Physics Research B, 105, 340-344.

82



Capitulo 5

v

0.54
2-Azacyclononanone
tg: 8.8min

Caprolactam
tr: 6.4min

e 10 min

Figure 1. Typical chromatograms for caprolactam migration from irradiated and non-
irradiated multilayer PA-6 films (brand 2), used for meat foodstuffs, into olive oil, using
GC-FID. (a) Non-irradiated; (b) irradiated at 3 kGy and (c) irradiated at 7 kGy. Conditions:
Column temperature was held for 1 min at 130°C, programmed at 10°C/min to 170°C and
held for 1 min, and then programmed at 10°C/min to 200°C and held for 2 min. Carrier
gas: Hydrogen (1mL/min). Injections (1uL) were performed at 240°C in split mode (1:20).
The detector temperature was 250°C.
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Table 1

Migration levels (mg kg™) of caprolactam from irradiated and non-irradiated multilayer
PA-6 films, used for meat foodstuffs, into water, 3% acetic acid, 15% ethanol and olive oil
food simulants (10 days at 40°C).

Brand

Dose (kGy)

3

Water food simulant

RNV I )

6.12 = 0.30 (4.84)bA
7.17 +0.41 (5.69)aA
6.91 +0.37 (5.38)aA
572+ 0.37 (6.51)bA

5.51 +0.24 (4.35)bB
5.81 +0.36 (6.22)bB
6.53 +0.50 (7.67)aA
4.80 + 0.31 (6.53)cB

3.93 +0.03 (0.67)bC
3.93 +0.07 (1.86)bC
4.44 +0.26 (5.82)aB
3.62 = 0.08 (2.22)cC

3% Acetic acid simulant

E VS I

9,49 +0.33 (3.51)aA
10.46 + 0.65 (6.19)aA
9.90 + 0.50 (5.04)aA
8.57 +0.25 (2.97)bA

6.97 +0.19 (2.79)cB
8.15+0.21 (2.58)bB
9.04 + 0.30 (3.33)aA
6.44 +0.31 (4.75)dB

5.06 £ 0.13 (2.57)cC
6.02 £0.21 (3.48)aC
5.50 = 0.18 (3.25)bB
4.17 +0.17 (4.03)dC

15% Ethanol simulant

AW

8.71 + 0.49 (5.61)bA
10.04 + 0.52 (5.14)aA
10.17 + 0.29 (2.84)aA
8.40 = 0.19 (2.22)bA

6.60 = 0.23 (3.47)bB
6.73 £0.70 (10.43)bB
8.69 £0.15 (1.74)aB
6.93 + 0.20 (2.82)bB

477 +0.17 (3.67)bC
4.83 +0.12 (2.47)abC
5.06 +0.09 (1.77)aC
4.00 +0.16 (4.05)cC

Olive oil simulant

2
3
4

7.09 +0.32 (2.31)cA
11.31+0.68 (6.01)abA
11.89 + 0.77 (6.44)aA
10.79 + 0.23 (2.13)bA

6.80 = 0.58 (8.53)bB
7.51 +0.97 (12.87)bB
10.60 + 1.21 (11.42)aA

6.68 + 0.46 (6.96)bB

447 +0.07 (1.64)bC
4.26 +0.30 (7.05)bcC
5.48 £0.07 (1.34)aB
4.16 % 0.09 (2.12)cC

Mean of six replicates of the found value + standard deviation (SD); RSD, relative standard deviation (%) in
parenthesis. Values within a vertical column followed by different letters are signicantly different (p<0.05).
Values within a horizontal line followed by different capital letters are signicantly different (p<0.05).

84



Capitulo 5

Table 2

Migration levels (mg kg™) of caprolactam from irradiated and non-irradiated multilayer
PA-6 films, used for cheese, into water, 3% acetic acid, 15% ethanol and olive oil food
simulants (10 days at 40°C).

Dose (kGy)
Brand 0 12
Water food simulants
5 4.76 +0.08 (1.61)bA 4.82 +0.13 (2.68)cA
6 5.43 +0.37 (6.81)aB 6.76 + 0.05 (0.77)aA
7 4.80 £0.27 (5.54)bB 5.92+0.13 (2.14) bA
8 1.03 +0.08 (7.37)c ND
9 ND ND
3% Acetic acid simulant
5 6.92 + 0.45 (6.52)bA 6.99 + 0.29 (4.16)bA
6 7.59 + 0.33 (4.34)aA 7.73 £0.22 (2.89)aA
7 7.01 £ 0.30 (4.25)abA 6.46+0.11 (1.71)cB
8 <LOQ ND
9 ND ND
15% Ethanol simulant
5 6.70 + 0.28 (4.23)bA 5.97+0.14 (2.35)cB
6 730 +0.30 (4.11)aB 7.90 + 0.26 (3.35)aA
7 6.48 £0.29 (4.41)bA 6.40 +0.19 (2.92)bA
8 1.05+0.04 (3.61)c <LOQ
9 <LOQ ND
Olive oil simulant

5 497+0.11 (2.15)aB 7.54 £ 0.27 (3.64)aA
6 4.08 + 0.06 (1.40)bB 6.63 + 1.22 (18.46)aA
7 2.89£0.05 (1.78)cB 4.02+0.71 (17.58)bA
8 1.38 + 0.08 (6.06)d <LOQ
9 ND ND

Mean of six replicates of the found value + standard deviation (SD); RSD, relative standard deviation (%) in
parenthesis. Values within a vertical column followed by different letters are signicantly different (p<0.05).
Values within a horizontal line followed by different capital letters are signicantly different (p<0.05). ND, not
detected; LOQ: Limit of quantification.
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Abstract The aim of this work was to identify the
degradation compounds produced during irradiation of
multilayer polyamide 6 (PA-6) films and fo stody their
migration into water and 95% ethanol food simulant. After
irradiation of multilayer PA-6 films at 3, 7 and 12 kGy,
degradation compounds were extracted using solid-phase
microextraction, for which the time and temperature of
extraction and stirring were optimized, and identified by
gas chromatography-mass spectrometry. Caprolactam, 2-
cyclopentyleyclopentanone and aldehydes, among other
compounds, were identified in the headspace of the films.
Polydimethylsiloxane was considered the best fiber for
extraction. The optimum conditions of time, temperatute
and stirring to extract the compounds were 20 min, 80 °C
and 225 rpm. For validation purposes, the compounds were

J. S. Félix - M. Monteiro (&0
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PO. Box 502, 14801-902 Araraquara, SP, Brazil
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quantified in water and 95% ethanel and the results showed
high sensitivity, good precision and accuracy. Migration of
compounds from irradiated and non-irtadiated multilayer
PA-6 films into water and 95% ethanol food simulants was
cartied out at 40 °C for 10 days. The method was efficient
for the quantification of decaldehyde, 2-cyclopentylcyclo-
pentanone and caprolactam that migrated from multilayer
PA-6 films into food simulants.

Keywords Degradation compounds -y radiation -
Polyamide 6 - Migration - Solid-phase microextraction
Gas chromatography-mass spectrometry

Introduction

Food irradiation as an altemative to thermal and chemical
preservation methods has the advantages that it can be used for
prepackaged foodstuffs and allows the use of different
packaging materials, especially plastic packaging. Besides the
benefits conferred to foods, irradiation of polymets can produce
degradation compomnds of low molecular mass (radiolysis
products) and emn affect mechanical, thermal and bamier
propertics as well as the migration behavior [1-3]. Among

other v mnlecnlar mass comnoomds deomudation  com.

L opriges
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caprolactam levels increased more than twofold in PA-6
filmg irradiated at 5 kGv and remained almost the same

éaprolactam levels. Moreover forma.mi;ie, acetamide, propan-
amide, butanamide, pentanamide and hexanamide were also
formed, among which pentanamide was the main radiolysis

Solid-phase microextraction (SPME) is a very efficient
technique to extract volatile compounds from a wide range

able to identify low molecular mass degradation products as
hindered phenol antioxidants, cyclic imides, pyridines,
chain fragments and cyclopentanones from virgin and

produced from irradiation ot multilayer PA-6 films used as
food packaging, especially for meat foodstuffs and cheese,
and to stody their migration from the packaging into food
simulants.

Experimental
Chemicals and samples

Analytical standards of acetamide, propanamide, hexanamide,
caprolactam, octaldehyde, decaldehyde, 1-phenyleyclohexene,
diphenyl ether, tributyl phosphate (TBP), caprylic ether and
BHT were from Sigma-Aldrich (Sreinheim, Germany), form-
amide, nonaldehyde and copaene were from Fluka (Buchs,
Switzerland), pentanamide and 2-cyclopentylcyclopentanone
were from Alfa Aesar (Karlstuhe, Germany) and butanamide
was from Merck (Darmstadt, Germany), all of them higher
than 95% purity. Stock solutions of the analytical standards
wete prepared in tetrahydrofuran (Merck, Darmstadt, Ger-

) Springer

many) and were stored at 4 °C. Working solutions wete
mrenared by dilution in water food simulant or 95% ethanol

used for meat foodstuffs and one brand used for cheese,
named M1, M2 and M3, respectively.

Technology Center (CTR) of the Nuclear and Energetic
Research Institute (IPEN), Brazil, using a Gamacell 60
cobalt irradiator of 12 kCi. Multilayer PA-6 films (2%3 and
aman D - PR e . P oa

in the gas chromatograph injection port for 10 min. An HP
5890 gas chromatograph (Agilent Technologies, Palo Alto,
CA, USA) coupled to a 5971-A MS detector was used. An

held for 2 min. Helium was the cartier gas (1.0 mL/min).
Splitless mode (1 min) was used, and the injection and
detection temperatutes were 240 and 280 °C, respectively.
The mass spectrometer was operated in electron impact
mode (70 V) and the masses were scanned over an m/z
range of 45-400 amuo. Compounds wete identified by
matching their mass spectra with the US National Institute
of Standards and Technology (Gaithersburg, MD, USA)
commercial library (purity criterion more than 85%).
Retention time and fragmentation spectra of pure standards
were obtained for confirmation.

SPME optimization

Among the parameters that can affect the extraction process,
stitring, temperature and time of extraction were evaluated
using PDMS fiber. The software MODDE 6.0 from Umnetrics
(Umed, Sweden) was used to design the experiment and to
petform the optimization. A factorial design (2°) consisting of
eight experiments plus four repetitions of center point was
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g, 1 Chromastograms obluned by headspoce solid-phase microextraction (SPME p-pas chromatopraphy-mass spectrometry, using poly-
dimethylsiloxane fiber, from muliilayer polyamide 6 films (sample M1} after imadiaton with ©, 3 and 7 kGy. Numbered peaks are identified in

Table 2

) Springer
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§ g used, totalizing 12 experiments. Time (2-20 min) and
3_‘_'\ g M e nnn temperature of extraction (25-80 °C) and stirring (100
g § j j j j i j i j 350 rpm) were evaluated. The sum of the chromatographic
g peak areas of the 17 compounds studied and also the
g 2 - maximization of individual areas for each one were the
= g g “ o optimization ctitetia adopted.

8 QB |0 ies A A standard solution containing 17 compounds was pre-
’g s, : : pated in aqueous medivm. They were extracted by inmimersion
g 5 L of PDMS fiber and then desorbed at the injection port of a
3 : wo wm detector, An HP-SMS (30 m»0.25 mm>0.25 ym) capillary
= §' ‘ o ‘ S ‘ i column was used, operated at 40 °C for 4 min, programmed
Q at 10 °C/min up to 195 °C for 1 min, then heated to 250 °C
E’ § at 10 °C/min and held for 1 min. The injection (splitless) and
é g p - detection temperatures were 240 and 280 °C, respectively.
b E of of Helium was the carrier gas at a flow rate of 1 mL/min. It was
= Toommama @ used for both scan (45-350 amu) and selected-ion monitor-
g ﬁ % ing (SIM) modes. Standard solutions of 95% ethanol were
g @ - - é injected (1 nL) into the same GC system as described above.
= g e o oy | = ; The same column was utilized at 50 °C for 4 min,
S < | B E programmed at 30 °C/min up to 80 °C for 1 min, and then
_% a8 g & heated to 250 °C for 1 min at 10 *C/min. The injection and
é § %‘ ig detection temperatures were 250 and 280 °C, respectively.
= g % o The same carrier gas was used at a flow rate of 1.5 mL/min,
E Slé L e § § and the scan mode was the same as described in
'g % g “Identification.” The SIM mode was also applied.
o g g
’g E k- g ai Migration
20|23 £
el o |2k - s
g %\ 3 = R NS ég For the migration assay, pieces of irradiated and non-
-8 3 ~ A irradiated films (2%3 cm®) were, independently, placed in
= *:’:3 g _ d o E E contact with water (15 mL) and 95% ethanol (15 mL) food
E &l a = Z 2 = A simulants, inside glass vials which were hermetically
) Springer
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Table 2 Peak arcas of water standard solution compounds extracted by different SPME fibers and analyzed by gas chromatography-flame

ionization detection, and chemical structures of the substances

. Concentration Peak area (mV)*
Compound Chemical structure
(ng/g) PDMS  CW/DVB PDMS/DVB

o]
Formamide (1) H’&‘an 34.8 ND ND ND

a
Acetamide (2) A, 66.7 ND ND ND

P TS

Octaldehyde (3) ° 244 60597540 12584860 48794340

o]
Propanamide (4) ~Hw, 29.0 ND ND ND

Hz
Butanamide (5) \/\f‘ 28.7 ND ND ND
P e VA val
Nonaldehyde (6) 256 111351100 42865650 93621740
o]
Pentanamide (7) ~~Aw, 268 ND ND ND
PV e N

Decaldehyde (8) ° 258 108529800 50710090 80330860
Hexanamide (9) VVIM 24.4 ND ND ND
Copaene (10) % 10.3 9130343 6247197 6311322
2-Cyclopentylcyclopentanone (11) O—b 26.3 78138400 32167370 79202210
1-Phenylcyclohexene (12) 269 108549400 60057300 75222740

Diphenyl ether (13) : ) :
Caprolactam (14) K,/=°

i
Tributyl phosphate (16) ’\/\""v’/:/\/\

249 136650700 68711680 106518400

23.7 ND ND ND

20 A TANZIEAN ATAT AN A ANOZTN
0.4 1239232300 RN ANTIVALY 404Us0 1V

29.1 101691100 36616090 95223550
. i i
Caprylic ether (17) 313 3729200 3402816 3824276
ND. not detecded
#n=1
nnnnnn A Thana siinla ssrmnn abnwad lo se scrmes o asbadlaalle. mmnnmnssm Famd avd OENS adlhmaal ln s alisccaabicin Patbe: Fand

non-irraqiated FA-b IHMS N e SIMWant ana anotner only
with simulant were used as references, and were exposed
and analyzed under the same conditions. After contact, film
samples were removed and then the compounds that
migrated into water were analyzed using SPME-GC-MS,
while those that migrated into 95% ethanol were analyzed
by GC-MS, using the same conditions described in
“Validation.” All migration tests were carried out by total
immersion. Water simulant is generally used to simulate

Results and discussion

Identification

After all the fibers had been exposed to the HS of the
irradiated and non-irradiated multilayer PA-6 films for 20 min

at 25 °C, the desorption was carried out in the injection port
of the GC-MS system. The compounds identified are shown

@ Springer
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Fig. 2 Chromatogram obtained o7

detection

{mVolt)

173

J'.l'm

in Fig. | and Table 1. Figure | also shows the chromato-
prums of compounds extracted from multilayer PA-6 by

were identified in all film samples, mainly when PDMS and
CW/DVB fibers were used. Furthermore, decaldehyde showed
a higher peak area than nonaldehyde for non-irradiated film

and 4-phenylcyclohexene were extracted by all the fibers
and was found only in iadiated films. On the other hand,
2-cyclopentylcyclopentanone, diphenyl ether, BHT, TBP and
caprylic ether were identified only in non-irradiated film
samples and were extracted by all fibers, with exception of
caprylic ether, which was extracted only by PDMS/DVB and

o
100 rpm

125 rpm

f & |

8 11 13
]I
|
‘ | 15
I' 3 1214
. | i s 17
5 T ‘ 1 |
o
| 4 V7 ‘
..I X 2 || J ‘
~ p .lg._|'.g__\. .._:-___.|L_‘_|__ Ao
480 ' %60 1440 i 1920 2400

Time (min)

ether. BHT, TBP and caprylic ether could be used us

irrudiation  markers. Copacne and 4-phenyleyclohexenc

ether appeared only in non-irradiated film samples. Capro-
lactam was found in both films, with a higher proportion in
non-irradiated film samples.

In the screening step it was not possible to choose which
fiber showed the best extraction performance, making it
necessary to carry out another experiment to select the fiber
for the extraction process. To achieve this goal, all the
SPME fibers were immersed in a water standard solution
containing 17 compounds at 80 °C for 20 min and analyzed

ok 4 o

350 rpm

Fip. 3 Response surface methodology (RSM) otal arca grmphics obtained from SPME optimization of 17 compounds shown in Fig. 2

& springer
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Table 5 Levels of migration of compounds from irradiated and non-irradiated multilayer PA-6 films into water and 95% ethanol food simulants

Compounds Migration levels (jg/g)

M1 M2 M3

0 kGy 3 kGy 7 kGy 0 kGy 3 kGy 7 kGy 0 kGy 12 kGy
Decaldehyde (water simulant) — 0.004+£0.000 ND ND 0.004+£0.000 ND ND ND ND
Caprolactam (water simulant) 12964231  ND ND 10.22+£0.02 ND ND 7.52+1.88 ND
2-Cyclopentylcyclopentanone  0.02+0.00 ND ND 0.01+0.00 ND ND 0.01+£0.00 ND

(water simulant)

Caprolactam 9443101 6114006 6424214  10.01+£0.00  8.88+0.75 899+0.25 7.68+0.01 6.97+0.12

(ethanol 95% simulant)

ND. not detected.
*MeanSD value for two replicates, n=2.

between concentration and peak area. Sensitivity for amides in
95% ethanol food simulant was higher than in water food
simulant. For all the other compounds, sensitivity showed the
opposite behavior. Detection and quantification limits were
0.12-1.52 and 0.39-5.07 ug/g, respectively, for amides and
wete lower than 74x 107 and 2.5x107* pg/g, respectively,
for all the other compounds in water food simulants. For 95%
ethanol detection limits were below 0.13 pg/g and quantifica-
tion limits were below 043 ng/g. Accutacy was studied during
the precision assay and was expressed as a percentage for the
true value of the analyte in the sample and the valos oblamed
by analysis. For recovery, one concentration level of standard
sofution was added w the mamix, Recovery values were from

SPIKING IeVels Were used, a Nign 1ecovery was onamed.
The validation of the method to determine caprolactam

from non-irradiated multilayer PA-6 films in 3% acetic acid
Ffrnd cimmnlant alon chrssad rand weasician (MRATY < A 2000 and

The levels of compounds that migrated from irradiated and
non-irradiated film samples into water and 95% ethanol
foodd simulants are shown in Table 5.

Only three compounds migrated from imadisted and
non-iradiated multilaver PA-6 film samples into water food
simulant and one compound migrated mto 95% ethanol

) Springer

food simulant. Migration of decaldehyde occurred only from
non-itradiated M1 and M2 film samples, at a very low level,
into water food simulant. 2-Cyclopentylcyclopentanone also
migrated only from non-irradiated fitm samples (M1, M2 and
M3) into water food simulant. High levels of caprolactam
migrated from non-irradiated film samples into watet food
simulant. Also, there were high migration levels of capro-
lactam into 95% ethanol from irradiated and non-irradiated
multilayer PA-6 film samples (M1, M2 and M3). Besides,
caprolactam levels reduced with the increase of radiation
dose from 0 to 3 kGy, and stayed the same up to 7 kGy, for
M1 and M2, while the caprolaciam levels also reduced for
M3 with increasing iradiation (Table 5). The migration

Conclusions

showing high sensitivity, good precision and accuracy. It
was considered very efficient for quantification of the
compounds that migrated from multilayer PA-6 films into
water and 95% ethanol food simulants. Decaldehyde and 2-
cyclopentyleyclopentanone migrated from multilayer PA-6
film samples into water and caprolactam migrated mio both
food simulants.
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Conclusdes

O conjunto de resultados obtidos nos permite concluir que os objetivos deste trabalho

foram atingidos, sendo apresentadas a seguir as principais conclusdes de cada capitulo:

1y

2)

3)

4)

Vérios compostos presentes em embalagens de poliamida 6 (PA-6), usadas para
acondicionar produtos carneos e queijos, podem migrar para o alimento em contato,
como a caprolactama, mondmero da PA-6. A migracdo da caprolactama varia
dependendo da composi¢do da embalagem, das condi¢cdes de contato, do tipo de
alimento ou simulante, entre outros fatores, e também da irradiacdo, que € capaz de

reduzir a migragdo, conforme a dose empregada.

O método analitico desenvolvido e validado, empregando a cromatografia gasosa
com detector de ionizacdo de chama (GC-FID), foi considerado sensivel e
apresentou alta precisdo e exatiddo para determinar caprolactama nos simulantes
agua destilada, solucdo de acido acético 3%, solucdo de etanol 15% e azeite de
oliva, com a vantagem adicional de apresentar tempo maximo de analise de 11
minutos. A faixa linear obtida para todos os simulantes estudados foi ampla, com
coeficientes de correlagdo maiores que 0,9997. O limite de deteccdo para a
caprolactama em azeite de oliva foi de 0,10 pg/g e variou de 0,16 a 0,32 ug/mL em
todos os outros simulantes, tendo sido obtida alta precisio (CV < 5,5%) e

recuperagdo de 89 a 112%.

O método desenvolvido e validado, usando GC-FID, foi eficiente para quantificar
caprolactama migrada de filmes multicamada contendo PA-6 para os simulantes
agua destilada, solucdo de acido acético 3%, solugdo de etanol 15% e azeite de
oliva. A migragdo da caprolactama dos filmes usados para produtos carneos variou
de 5,34 a 11,89 mg/kg e dos filmes usados para queijos variou de 1,03 a 7,59

mg/kg, para todos os simulantes estudados.

A irradiagdo de filmes multicamada contendo PA-6 usados no acondicionamento de
produtos carneos reduziu a migragdo de caprolactama. A reducdo foi maior com o
aumento da dose de irradia¢do. Por outro lado, nos filmes usados para queijos,
praticamente ndo houve diferenca na migracdo de caprolactama entre filmes nao-

irradiados e irradiados para os simulantes agua, solucdo de acido acético 3% e
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5)

6)

7)

8)

9)

solugdo de etanol 15%, embora a maior parte dos filmes irradiados tenha

apresentado niveis de migragdo mais elevados, especialmente para azeite de oliva.

Os niveis de caprolactama migrados dos filmes usados para produtos carneos
variaram de 5,72 a 11,89 mg/kg para filmes nao-irradiados, de 4,80 a 10,60 mg/kg
para filmes irradiados a 3 kGy e de 3,62 a 6,02 mg/kg para filmes irradiados a 7
kGy, para todos os simulantes estudados. A migracdo da caprolactama dos filmes
usados para queijos variou de 1,03 a 7,59 mg/kg para filmes ndo-irradiados e de

4,02 a 7,90 mg/kg para filmes irradiados a 12 kGy.

Os compostos de degradacdo formados pela irradiagdo dos filmes multicamada
contendo PA-6 usando a microextragdo em fase solida (SPME) e a cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) foram identificados como
caprolactama, 2-ciclopentilciclopentanona, tributil fosfato, alguns aldeidos, entre
outros. As condi¢des de extracdo foram 20 minutos, 80°C e 225 rpm, usando a fibra

de polidimetilsiloxano.

O método analitico desenvolvido e validado, usando SPME-GC-MS, para
determinar a migragdo de compostos volateis formados pela irradiacdo dos filmes
multicamada contendo PA-6 para simulante dgua destilada foi considerado sensivel
e apresentou boa precisdo e exatiddo, além de enorme potencial para a identificagdo
de outras substancias presentes nos filmes irradiados e nio-irradiados. Foi obtida
uma ampla faixa linear para todos os compostos volateis, com coeficientes de
correlagdo maiores que 0,9872. Os limites de detec¢do para todas as substancias

identificadas estiveram na faixa de 1,76.107 a 1,52 pg/g.

O método usando SPME-GC-MS foi considerado eficiente para quantificar
compostos volateis que migraram dos filmes multicamada contendo PA-6
irradiados e ndo-irradiados para a agua destilada. A caprolactama (7,52-12,96
ng/g), decaldeido (4 ng) e 2-ciclopentilciclopentanona (10 a 20 ng) migraram de

filmes ndo-irradiados para agua destilada.

O método analitico desenvolvido e validado, usando GC-MS, para determinar a

migracdo de compostos volateis formados pela irradiagdo dos filmes multicamada
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contendo PA-6 para simulante solug¢do de etanol 95% foi sensivel e apresentou boa
precisdo e exatiddo. Os limites de detec¢do obtidos para todos os compostos

volateis estiveram na faixa de 0,01 a 0,12 pg/g.

10) O método usando GC-MS foi considerado eficiente para quantificar compostos
volateis que migraram dos filmes multicamada contendo PA-6 irradiados e néo-
irradiados para o simulante solucdo de etanol 95%. Apenas a caprolactama migrou
dos filmes ndo-irradiados (7,68-10,01 pg/g) e irradiados (6,11-8,99 pg/g) para o

simulante.

11) A migragcdo da caprolactama dos filmes usados como embalagem de produtos
carneos para o simulante solu¢@o de etanol 95% foi reduzida com a dose de 3 kGy e
se manteve praticamente a mesma até a dose de 7 kGy. Os niveis de migrag¢do da
caprolactama foram similares para filmes ndo-irradiados e irradiados (12 kGy)

usados como embalagem de queijos.

12) A migracdo de caprolactama dos filmes mutlicamada contendo PA-6 para todos os
simulantes de alimentos avaliados atendeu as exigéncias da legislacdo Brasileira

para migragdo desse mondmero.

Estes resultados justificam a implementag@o de estudos que visem o uso de simulantes
alternativos de alimentos gordurosos, a determinagdo da migragdo de caprolactama de
filmes multicamadas contendo PA-6 para os diferentes simulantes empregando diferentes
doses e taxas de dose de irradiacdo, assim como o estudo cinético da migracdo de
caprolactama (concentragdo de caprolactama versus tempo de contato). Ainda, esses
resultados também apontam para a necessidade de se estudar os possiveis efeitos toxicos
desse mondmero devido a sua migragdo para os simulantes, apesar de estar abaixo do
LME, ao consumo freqiiente de produtos carneos e queijos € a nova perspectiva de uso de

embalagens irradiadas contendo PA-6 para contato com alimentos.
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Anexos

Os anexos aqui apresentados sdo referentes as publicagdes e/ou prémios recebidos

durante o desenvolvimento desta Tese de Doutorado:

Anexo 1. Trabalho premiado durante o XX Congresso Brasileiro de Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos em Curitiba, Brasil, em Outubro de 2006, intitulado “Migragao
de caprolactama de embalagens de poliamida para simulante acido acético 3% e validagdo
de método analitico”, desenvolvido no Ilaboratério de Analise de Alimentos da

FCF/UNESP.

Anexo 2. Este trabalho foi apresentado na International Nuclear Atomic
Conference em Santos, SP, em Setembro de 2007. Os dados ora utilizados foram gerados a
partir de dados de migracdo da caprolactama em simulante acido acético 3% apresentados
nessa Tese de Doutorado. As pesquisas sobre simulacdo numérica e cinética de migracao
de compostos de embalagens para simualntes de alimentos vém sendo desenvolvidas no

IPEN/USP sob a responsabilidade do Prof. Dr. José Eduardo Manzoli.

Anexo 3. Trabalho premiado durante XIV Reunion Nacional de la Sociedad
Espafiola de Quimica Analitica em Pollensa, Mallorca, Espanha, em Outubro de 2007,
intitulado “Identification and migration of degradation compounds from irradiation of
plastic packaging with polyamide 6 used to meat products and cheeses”, que foi
desenvolvido durante o Estagio de Doutorado no Departamento de Quimica Analitica da

Universidad de Zaraogoza, Espanha, sob supervisdo da Profa. Dra. Cristina Nerin.

Anexo 4. Este trabalho acaba de ser publicado na Revista Radiation Physics and
Chemistry. Os dados ora apresentados foram realizados pelo aluno de graduagdo Henrique
Peres Araujo e gerados a partir de estudos sobre o efeito da irradiacdo nos niveis de
caprolactama em filmes multicamada contendo PA-6, desenvolvidos no laboratério de
Andlise de Alimentos da FCF/UNESP sob a responsabilidade da Profa. Dra. Magali

Monteiro.
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I. INTRODUCTION
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