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REsuMo
Desreguladores endócrinos, como o bisfenol A (BFA), podem representar um sério risco 
toxicológico e de saúde pública, principalmente pela ação em baixas doses e, por isso, tem 
recebido atenção da comunidade científica e de organizações relacionadas à segurança 
alimentar. É utilizado principalmente na produção de um tipo de plástico denominado 
policarbonato (PC) e na formação de resinas epóxi. o PC está presente em produtos de 
uso diário recipientes e materiais de cozinha e garrafas de água. As resinas epóxi são 
utilizadas como revestimento interno de latas de alimentos e bebidas. Em contato com 
o alimento, a substância pode ser transferida a partir do material plástico. o objetivo 
do trabalho foi quantificar a presença de BFA em amostras de fórmula infantil em pó. 
As concentrações oscilaram entre 0,2 a 10,2 µg/kg da amostra. Os resultados obtidos 
atestam que as amostras analisadas estão abaixo do limite de migração específica (LME) 
para o BFA definido pela União Europeia e pelo Brasil. Contudo, não exclui a possibilidade 
de ocorrência de efeitos adversos sobre a saúde humana em decorrência da exposição ao 
BFA mesmo em baixas doses. o cenário é complexo, envolve outras formas de exposição e 
ainda é alvo de preocupação de autoridades e entidades envolvidas com a prevenção de 
riscos e segurança alimentar.

PalaVRas-chaVE: Disruptores Endócrinos; Cromatografia Líquida de Alta Pressão; 
Eficiência; Fórmula Infantil; Segurança Alimentar e Nutricional

aBstRact
Bisphenol A (BPA) is an endocrine disruptor and may present a serious toxicological and 
public health risk even at low doses. This problem has received widespread attention from 
the scientific community and food safety organizations. BPA is mainly used in the production 
of polycarbonate and epoxy resins, and can be transferred from plastic materials to food. 
the aim of the present study was determine the amount of BPA in samples of infant formula 
powder. The concentrations ranged from 0.2 to 10.2 µg/kg of sample, which is below the 
specific migration limit of BPA established by the European Union and Brazil. However, 
adverse effects on human health due to exposure to BPA are still possible at low doses. 
the scenario is complex, involves other forms of exposure and it still raises concern of 
authorities and entities involved in risk prevention and food safety.

KEywoRds: Endocrine Disrupter; High Pressure Liquid Chromatography; Infant Formula; 
Food and Nutrition Security
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IntRodução

A presença de determinadas substâncias químicas pode representar 

risco ao meio ambiente e seres humanos pela capacidade de mi-

metizar a ação de hormônios1. Desreguladores endócrinos, como o 

bisfenol A (BFA), podem tornar-se um sério problema toxicológico e 

de saúde pública, principalmente pela ação em baixas doses. o BFA 

tem recebido atenção da comunidade científica e de organizações 

relacionadas à segurança alimentar também em razão de sua larga 

produção, aplicação industrial e possíveis fontes de exposição2. o BFA 

é utilizado, como monômero ou aditivo, na produção de materiais 

como o policarbonato (PC), poliésteres, policloreto de vinila (PVC), 

papel térmico, resinas epóxi para revestimento de latas, tubulações, 

recipientes e materiais para utilização pelo setor alimentício, auto-

motivo, construção civil, materiais médico-hospitalares, dentários3,4. 

A exposição ao BFA pode ser dietética ou não dietética, como, por 

exemplo, ar ou poeira, água de consumo e de efluentes industriais, 

tornando-os fonte de exposição que não deve ser desconsiderada na 

avaliação de risco à substância3.

Apesar disso, a dieta ainda constitui a mais relevante forma de 

exposição. o BFA pode ser transferido do material plástico para o 

alimento e bebida consumidos pela população. Quando em contato 

com alimentos e bebidas, recipientes plásticos constituídos de PC e 

latas revestidas internamente com resina epóxi representam a prin-

cipal fonte relacionada à exposição dietética5. Há registros de BFA 

em fórmulas infantis, leite humano, produtos enlatados como ve-

getais, peixe, leite e soluções provenientes de ensaio de migração 

com PC6,7,8,9,10,11. As principais técnicas cromatográficas utilizadas 

foram a cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) acoplada a 

fluorescência11,12,13,14,15,16,17, ao espectrômetro de massas 18,19,20 e cro-

matografia gasosa acoplada a espectrômetro de massas 21,22,23,24,25,26.

As estimativas de níveis de exposição dietética de bebês até o se-

gundo ano de vida ao BFA associava-os como o grupo etário mais 

exposto, pois, como relatado, alguns produtos destinados à esta 

faixa etária eram bastante suscetíveis à presença da substância5. 

Em 2011, esse fato culminou na proibição da produção e comercia-

lização de mamadeiras fabricadas em PC pela Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária (ANVISA) e pela União Europeia27,28. Até março 

de 2014, a European Food Safety Authority (EFSA) realizou uma 

consulta pública para a elaboração e aprovação de documento so-

bre potenciais riscos aos consumidores provenientes da exposição 

ao BFA3. Portanto, existe uma preocupação no que diz respeito 

aos níveis de exposição humana ao BFA e à segurança alimentar, 

e há necessidade de produção de resultados confiáveis que subsi-

diem estimativas de exposição e a tomada de decisões por parte 

das agências e autoridades competentes. o objetivo do trabalho 

foi determinar os níveis de BFA presentes em amostras de fórmula 

infantil em pó.

MatERIal E Método

Padrões e Reagentes

Bisfenol A (2,2-bis(4-hidroxifenil)propano) e trietilamina, pureza 

de 99%, foram fornecidos pela Sigma-Aldrich. Solução de amônia 

38%, ácido acético 100%, acetato de sódio, fornecidos pela Mer-
ck. Solventes com grau para cromatografia líquida de alta efici-
ência como hexano e acetonitrila, da Merck; metanol, da Vetec; 
acetona, da Macron Chemicals e heptano, da Tedia. O deriva-
tizante DiB-Cl (4-(4,5-difenil-imidazol-2-il)cloreto de benzoila) 
provenientes da genaxxon BioSciences. Água foi deionizada pelo 
sistema de purificação Milli-Q (Milli Q) e filtrada em disco de 
extração em fase sólida Envi 18 (Supelco).

condições cromatográficas

O equipamento consiste num cromatógrafo líquido de alta efici-
ência contendo uma bomba quaternária modelo L-7100 com de-
gaseificador acoplado, um detector de fluorescência L-7485, um 
injetor automático L-7200 com 200 µL de loop, interface D-7000, 
forno para colunas L-7300, todos do fabricante Merck-Hitachi. 
A fase móvel compreendeu acetonitrila 55%/acetato de sódio 
0,1M /Metanol 33% (Isocrática) permanecendo em velocidade 
constante de 0,4 mL/min. As amostras foram analisadas em co-
luna octadecil em fase reversa Lichrospher, da fabricante Merck, 
com 4,6 x 250 mm (5,0 µm), mantida a 35ºC, sendo o analito 
eluído em aproximadamente 9,95 min. o tempo de corrida foi 
de 20 min. Foram monitorados os comprimentos de 475 e 350 nm 
para emissão e excitação, respectivamente.

Amostras

Trata-se de fórmulas infantis à base de leite para lactentes, co-
mercializadas em pó e designadas legalmente como de “partida” 
(0 a 5 meses e 29 dias) e de “seguimento” (6 a 11 meses e de 
29 dias). Foram analisadas trinta amostras de cada designação 
ou classificação, de cinco diferentes fabricantes, adquiridas no 
comércio da região metropolitana do rio de Janeiro e Niterói. 
As amostras foram identificadas, catalogadas e armazenadas sob 
refrigeração entre 6 e 10°C, até o momento dos ensaios.

Preparo da Amostras

As amostras, mantidas sob refrigeração, foram retiradas e ho-
mogeneizadas por agitação mecânica. três gramas de amostra 
passaram pela extração do analito de interesse com 15 mL dos 
solventes acetonitrila e n-hexano (1/1, v/v), com auxílio de ul-
trassom por 20 minutos. A fase inferior da mistura (com ace-
tonitrila e o BFA) foi submetida à centrifugação, objetivando 
a perfeita separação das fases. As condições utilizadas foram 
10.000 rpm/15°C durante 30 min. o material foi evaporado 
até secagem total por fluxo de gás N2. Ao extrato seco foram 
acrescidos 15 mL de solvente 3:97 acetona:n-heptano e trans-
ferido para um cartucho SPE Florisil 500  mg/3cc, em vazão de 
2,0 mL/min.  Adiciona-se 10 mL do solvente de lavagem 5:95 
acetona:n-heptano e outros 10 mL de solvente para eluição do 
analito, 20:80 acetona:n-heptano. Em seguida, o material foi 
evaporado até secagem total com fluxo de N2 e ressuspendido em 
150 µL de acetonitrila. Ao final, o extrato seco foi armazenado 
em refrigerador a 4°C, na ausência de luminosidade e umidade, 
aguardando procedimento de derivatização.
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Derivatização

A reação ocorre pela adição de uma alíquota de 150 µL de 

solução 10 mM de DIB-Cl (1,2% TEA/acetonitrila) ao extrato 

seco. A solução é extremamente instável, devendo ser ime-

diatamente utilizada. A reação foi paralisada após 20 min 

em temperatura ambiente pelo acréscimo de 15 µL de solu-

ção aquosa 12,5% de amônia. Após 10 minutos de repouso, 

adicionou-se 15 µL de solução aquosa 5,0% de ácido acético. 

O produto da derivatização foi filtrado através de uma seringa 

de vidro com capacidade de 1 mL acoplada a filtro de mem-

brana 0,45 µm e acondicionado em frasco com capacidade de 

350 µL para injeção posterior.

REsultados

o método analítico desenvolvido foi considerado sensível e ade-

quado para determinação de BFA em fórmulas infantis. A Figura  

apresenta os cromatogramas de uma amostra branca e de uma 

fortificada com BFA.

O método utilizado na determinação das concentrações de 

BFA presente em amostras de fórmula infantil foi validado e 

considerado adequado ao propósito. Conforme apresentado na 

Tabela, as concentrações oscilaram entre 0,2 a 10,2 µg/kg da 

amostra. Dessa forma, os resultados de determinações de BFA 

em fórmulas infantis disponibilizadas pela literatura e aque-

las obtidas nesse trabalho apresentam-se abaixo do limite de 

migração específica (LME) definido pela União Europeia e pelo 

Brasil de 0,6 mg/kg29,30.

dIscussão

o BFA é inerentemente onipresente no meio ambiente. A con-

taminação residual por BFA ou background ocorre em níveis da 

ordem de ng/L e decorre, principalmente, de solventes, colunas 

de extração em fase sólida (EFS), copos, utensílios de plástico 

e outros reagentes e instrumentos de laboratório. Em geral, os 

artigos de vidro tratados termicamente (400°C por 4 h) e os ma-

teriais lavados com solvente são utilizados como uma medida de 

precaução para evitar a contaminação31. Nesse estudo, a possibi-

lidade de contaminação por BFA foi eliminada através da adoção 

de procedimentos adequadas de lavagem, como aplicação de 

etanol 95% e ultrassom.

os valores encontrados mostram-se compatíveis com trabalhos 

disponibilizados na literatura. A concentração de BFA em amostras 

de frutas e vegetais variou entre 5 a 35 µg/kg16,25,31; vinho, entre 

0,2 e 2,1 µg/kg17; bebidas como água mineral e potável, inferior a 

0,01 ng/L18; carne, entre 0,3 e 22 µg/kg19, ovos, 0,5 µg/kg20; pei-

xe, entre 0,3 a 43 µg/kg 16,31; leite, entre 0,4 e 10 µg/kg32. Existem 

Tabela. resultados analíticos provenientes da determinação de bisfenol 
A em fórmulas infantis comercializadas no rio de Janeiro.

Fórmulas 
de partida

Resultados 
analíticos (µg/kg)

Fórmulas de 
seguimento

Resultados 
analíticos (µg/kg)

01 0,47 ± 0,08 01 0,16 ± 0,05

02 0,50 ± 0,01 02 3,53 ± 1,02

03 0,60 ± 0,07 03 9,14 ± 1,36

04 4,70 ± 0,93 04 5,03 ± 0,83

05 5,92 ± 0,83 05 4,26 ± 0,58 

06 3,69 ± 0,37 06 9,64 ± 0,89

07 6,13 ± 0,59 07 6,84 ± 0,67

08 3,30 ± 0,13 08 0,21 ± 0,10

09 0,93 ± 0,27 09 8,65 ± 0,69

10 5,27 ± 0,74 10 0,58 ± 0,01

11 3,17 ± 0,30 11 1,68 ± 0,37

12 0,30 ± 0,11 12 0,42 ± 0,13

13 8,91 ± 0,83 13 7,23 ± 0,51

14 5,10 ± 0,66 14 7,06 ± 1,37

15 5,32 ± 0,52 15 1,69 ± 0,22

16 4,81 ± 0,63 16 6,69 ± 0,78

17 5,41 ± 0,89 17 6,53 ± 0,86

18 8,85 ± 0,76 18 6,78 ±  0,45

19 1,56 ± 0,40 19 1,29 ± 0,30

20 6,72 ± 0,95 20 1,37 ± 0,27

21 6,97 ± 0,79 21 7,88 ± 0,71

22 8,84 ± 0,64 22 0,51 ± 0,08 

23 1,36 ± 0,38 23 1,65 ± 0,24 

24 0,66 ± 0,24 24 1,83 ± 0,16

25 7,57 ± 0,53 25 6,45 ± 0,85

26 5,17 ± 0,33 26 5,12 ± 0,43

27 1,33 ± 0,13 27 10,20 ± 1,25

28 4,84 ± 0,30 28 4,99 ± 1,03

29 4,17 ± 0,65 29 0,16 ± 0,05

30 7,26 ± 0,94 30 3,53 ± 0,41

Figura. (a) Cromatograma típico da amostra branca; (b) cromatograma 
típico de uma amostra fortificada correspondente ao nível de 4,5 µg/kg, 
tr = 9,94min.
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poucos trabalhos com fórmula infantil disponíveis na literatura. 
três trabalhos apresentaram resultados semelhantes, com con-
centrações de BFA em fórmulas infantis entre 0,1 e 13,2 µg/kg8, 
inferiores a 2 µg/kg31 e 2,2 a 10,3 µg/kg33. Ao contrário, outro 
estudo relatou valores superiores, entre 44 e 113 µg/kg24.

Dessa forma, os resultados de determinações de BFA em fórmulas 
infantis disponibilizadas pela literatura e aquelas obtidas nesse 
trabalho apresentam-se abaixo do limite de migração específica 
(LME) definido pela União Europeia e pelo Brasil de 0,6 mg/kg29,30. 
Não obstante, existe uma tendência à revisão do limite em razão 
da recente alteração do valor de ingestão diária tolerada (iDt) 
do BFA3. O valor foi reduzido de 0,05 para 0,005 mg/kg de peso 
corpóreo/dia, o que deve refletir no limite de migração específi-
ca estabelecido em 2011. A alteração do valor da IDT reflete uma 
preocupação latente da comunidade científica internacional em 
relação aos efeitos sobre a saúde humana pela exposição, mes-
mo que em doses baixas, ao BFA. Em testes in vivo, ratos e ca-
mundongos expostos a baixas doses de BFA durante gestação, pe-
ríodo pós-natal, puberdade e vida adulta produziram alterações 
na atividade de receptores estrogênicos REα e REβ; nos níveis 
séricos de inúmeros hormônios como testosterona, somatostati-
na, TSH, além de T4 livre; comportamentos sexuais modificados 
em relação ao grupo-controle, alterações sobre morfologia-his-
tologia de células e diversos aspectos envolvidos na reprodução 
e desenvolvimento34,35,36,37,38,39,40,41,42,43,44,45,46,47. Ainda, estudos re-
lacionam a exposição ao BFA à redução da atividade de enzimas 
antioxidantes, como superóxido dismutase, catalase, glutatio-
na redutase e glutationa peroxidase nas mitocôndrias e frações 
microssomais hepáticas48,49. Esses fatores estão envolvidos no 
controle, estabilização e desativação de radicais livres, espécies 
relacionadas amplamente no processo de envelhecimento e na 
ocorrência de doenças degenerativas, como o câncer.

As incertezas são inúmeras e a produção de dados confiáveis, 

fruto de investigação minuciosa, deve fundamentar a pes-

quisa científica sobre o tema, abrangendo todo o processo 

produtivo, desde a produção até consumidor final. O resul-

tado subsidiará as ações e tomada de decisão por parte das 

autoridades competentes.

conclusão

O método de ensaio mostrou-se sensível e eficaz na quantificação 

do BFA em amostras de fórmulas infantis adquiridas no comércio 

local do rio de Janeiro. A possibilidade de contaminação foi mi-

nimizada pela adoção de práticas experimentais adequadas.

os resultados analíticos obtidos permitem concluir que a quan-

tidade de BFA presente nas fórmulas infantis foi inferior ao li-

mite de migração específica vigente para a substância. Isso não 

afasta a possibilidade de ocorrência de efeitos adversos sobre 

a saúde humana em decorrência da exposição ao BFA, princi-

palmente, em baixas doses, uma vez que o cenário é complexo 

e envolve outras possibilidades de exposição, não somente de 

origem dietética. E a comunidade científica tem manifestado, 

frequentemente, preocupação com o problema devido à exis-

tência de incertezas em relação aos dados e informações pro-

duzidos até momento.

recomenda-se a realização de estudos adicionais para o desen-

volvimento de métodos confiáveis visando à quantificação de BFA 

no ar, água e demais matrizes alimentares. A base de dados pro-

duzida configura importante etapa para a elaboração de estima-

tivas de exposição e a construção de medidas e ações de caráter 

fiscal e regulamentador que minimizem ou eliminem o eventual 

dano à saúde da população.
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