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RESUMO

A cafeina é um estimulante muito consumido na forma de café, bebidas refrigerantes,
energéticas, entre outras. Este composto apresenta alguns riscos para a saide quando consu-
mido em grandes quantidades. Atualmente existe legislacdo para géneros alimenticios que
contenham este aromatizante, presente nos Regulamentos (UE) N.° 1169/2011 e N.° 872/2012,
no entanto ndo existe nenhum documento oficial que dé informacdes sobre as doses consi-
deradas perigosas. De modo a garantir a seguranca alimentar, determinar o teor de cafeina
em produtos com café é importante, nomeadamente em bebidas e preparados instantaneos,
para avaliar se estdo dentro dos limites legislados. Para tal, o presente trabalho visa implemen-
tar e validar um método para a quantificacdo dos teores de cafeina em géneros alimenticios
com o auxilio da técnica cromatografica de alta eficiéncia (HPLC) no Centro de Formacao Pro-
fissional para o Sector Alimentar (CFPSA). Para a validagdo do método foram avaliados diversos
parametros, verificando-se que o método ¢é linear para uma gama de trabalho alta entre os 5
e os 160 mg/L, e para uma gama baixa entre 0,5 e 2,5 mg/L. Observou-se que os limites de
detecéo (LD) e quantificacdo (LQ) eram, respetivamente, LD = 0,150 mg/L e LQ = 0,455 mg/L,
valores abaixo do ultimo padrao e, como tal satisfatérios. Os limites de repetibilidade e repro-
dutibilidade mostraram-se satisfatérios e inferiores a 5%, respetivamente 0,083 e 0,364. Pelo
que, os resultados demonstraram que a validacdo do método foi conseguida. Posteriormente
foi ainda analisado o teor de cafeina em diferentes géneros alimenticios tendo-se observado
que o café instantaneo (3324 mg/100 g) apresentava o maior teor de cafeina, sequido do cha
preto (1737 mg/100 g) e chicéria + café (1685 mg/100 g), cappuccino descafeinado (51
mg/100 g), bebida energética (14 mg/100 mL), coca-cola (9 mg/100 mL) e ice tea (4 mg/100
mL).

Palavas chave: Cafeina, RP-HPLC, Café, Cha preto, Coca-cola, Validagdo de Métodos,
Implementagao, CFPSA.
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ABSTRACT

Caffeine is a stimulant widely consumed in the form of coffee, soft drinks, energy drinks,
among others. This compound poses some health risks when consumed in large amounts.
Currently there is legislation for food containing this flavoring in Regulations (EU) N°.
1169/2011 and N°. 872/2012, however there is no official document that gives information on
the doses considered dangerous. To guarantee food safety, it is important to determine the
caffeine content in coffee products, namely in beverages and instant preparations. To assess
whether they are within the legislated limits, it is proposed to use high-performance chroma-
tography (HPLC) for the quantification of caffeine levels. This method was implemented at
"Centro de Formacao Profissional para o Setor Alimentar" (CFPSA). For the validation of the
method, several parameters were evaluated, verifying that the method is linear for a high work-
ing range between 5 and 160 mg/L, and for a low range of 0,5 and 2,5 mg/L. It was observed
that the limits of detection and quantification were, respectively, LD = 0,150 mg/L and LQ =
0,455 mg/L, these values were considered satisfactory because they are below the last stand-
ard. It was also possible to obtain repeatability and reproducibility, since the limits were lower
than 5%, respectively 0,083 and 0,364. Therefore, the results showed that the validation of the
method was achieved. Subsequently, the caffeine content of different foods was analyzed, and
it was observed that instant coffee (3324 mg/100 g) had the highest caffeine content, followed
by black tea (1737 mg/100 g), chicory + coffee (1685 mg/100 g), decaffeinated cappuccino (51
mg/100 g), energy drink (14 mg/100 mL), coke (9 mg/100 mL) and ice tea (4 mg/100 mL).

Keywords: Caffeine, RP-HPLC, Coffee, Black Tea, Coca-Cola, Method Validation, Imple-
mentation, CFPSA.

XV






1

INDICE

INTRODUGAD .cveeeeeerereresseesennsesssesesasenssesesesesssesssesesssessssssasessenesesssssessssesssesnsesesssssasesssssssasesssenesssssssessssees 1

1.1 Enquadramento e objetivos do trabalno ... 1
1.2 CONLEXLO € MOLIVAGAD ...t esessss s sssssssssss bt ss s s bbb sss s s bbb ssssansanens 2
1.3 AT NG R 3
1.3.1 Legislacdo para Cafeina em produtos alimentares ..........ceroneinneionniennsensieennns 6
132 CaTE SOIUVEL ..ottt 7
14 O HPLC e a sua importancia no contexto da analise de matrizes alimentares............... 8
1.5 Cromatografia LIQUIda. ...ttt 10
1.6 Constituicao do aparelho de HPLC ...ttt sss s ssesees 11
1.6.1 LN JEEOT ettt 11
1.6.2 BOIMDIA o 13
1.6.3 SiStEMA A€ EIUICAO ...ttt 13
1.64  ColuNa CromMatografiCa. ... s sssse s ssese s esssessssesesns 14
1.6.5 PrE-COlUNQ...... oottt e 14
1.6.6 FOINO @ COIUNG. ... 14
1.6.7 DETETOIES ...ttt st st st 14
1.6.8 Sistema de aquISICA0 € CONTIOIO ...t sssnsaes 16
1.7 Boas praticas na UtiliZaga0 dO HPLC ...t sssssssssssssnens 16
1.8 CoNCEItOS CroMAtOGrafiCOS. ..ottt ss s sssssaes 18

XVii



1.9 Validacdo de Métodos e a sua importancia no contexto da analise de matrizes

AIIMENTAIES ...ttt b bbb bbb 20
1.9.1 Seletividade/ESPeCifiCidade. ..ot esseeen 21
1.9.2 QUANTITICAGCAO ...ttt sttt ss s saes 22

1.9.2.1  Curvas de CaliDraga0 ...ttt 22
1.9.2.1.1  Gama de trabalio ... 23
1.9.2.1.2  LIN@ANAAAE ..ottt s 24

1.9.2.2 Limiares Analiticos do Método de ENSAI0......cocwevuereeecereeeineeiereeeieesessesesssessseseens 25
1.9.2.2.1 Limite de DEIECAO ..ttt 25
1.9.2.2.1 Limite de QUANtIfICACA0 ..ot aean 25

1.9.2.3  SeNSIDIIAAAE ...t 26

193 PIECISE0 ettt 26

1.9.3.T  REPELIDIAAAE ...t nnes 27

1.9.3.2  ReProdUEIDIIAAAE. ...ttt ss s 28

1.9.3.3  Precis0 INTErMEAIA ......ccuumvuieiciceirecieeie et es s seeen 30

1.94 EXQEIAG0 oottt bbb 30
1.9.5 RODUSTEZ ... 31
2 METODOLOGIA ......ecverirrrrnenerssseressesesesesesesesssssssssssssssssssssssssessstsssssssssssssssasssssssssssasessstsssesesesessssnasassssssessnsass 33

2.1 CFPSA - Centro de Formacao Profissional para o Sector Alimentar........ccccceceevrruennn. 33

2.2 Metodologia EXPerimeEntal ... ssse s ssse s 36
2.2.1 Método para a quantificagdo da CafeiNg ... 36

2.2.1.1 O aparelno de HPLC ...t ssssssssss st s sssssssssssssssssssaes 36

2.2.1.2  SOFIWAIE cooreeee ettt bbb 37

2.2.1.3  Coluna cromatografiCa.....cccocnrinrinrisiisisnesis e sssssssssss s ssssssssssssssssssssssssaes 37

2214 FASE MOVEL .ottt bbb 37

xviii

Xviii



2.2.1.5 Solucoes Padrao de CafeiNa.......oierieeeeeeieceseeses e 37

2.2.1.5.T  SOIUGAO SEOCK w.oueereiriiicitie ettt 37
2.2.1.5.2 Solucdo Padrdo diluida para café normal............rnncnsecnreersesseinenen, 38
2.2.1.5.3 Solucdo Padrdo diluida para descafeinado .........cccorererrverrsrnninriensisesesesennnnn, 38
2.2.1.6  PreparaCao das amMOSLIAS ........coccierieieiniensssesssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssanes 38
2.2.1.6.1 Café Verde € Cafe TOMadO ... sses s sssesssesenas 38
2.2.1.6.2 Café Sollvel e bebidas @M PO...... s 39
2.2.1.6.3  BEDIAAS ...t 39
2.2.1.8:4  CRA oottt 39
2.2.1.7  EXtrac80 da CafiNa ..ottt 39
2.2.1.8 Parametros da analise POr HPLC ... sssssaessans 39
2.2.1.9 Construcao da reta de calibragao ... 40
2.2.1.10  Esquema representativo do procedimento experimental........cccocoeevrivrrrnence. 41
2.2.1.10.1  Solucdes Padrao de Cafeina ... 41
2.2.1.10.2  AMOSEIAS oottt s s 42
2.2.1.10.3 Quantificacao do teor em Cafeina por HPLC ........ccccovmrmrrnerrrenrieeireceseseennn. 43

2.3 Andlises extra, fora do ambito do trabalho para a tese ........cnenerecnninnsinninenens 43
3 RESULTADOS E DISCUSSAOQ....cuurieeeurereesiesssssesessssssssssssssssssssssasessssssssssssssssssssssssssssssssssasesessssssssssesssssssss 45
3.1  Método para a determinagdo de Cafeina.......c.cooeverirrreeieeieiseseseee e 45
311 Resultados da Validagao do MEtOAO ... 45
3.1.1.1  Especificidade/Seletividade ... ceiesessseesesesssseesesesssseeseeees 45
3112 QUANTIFICACAO ..ttt aan 46

3.1.1.2.1 Linearidade/Curvas de calibracao, Limites de Detecdo e Quantificacao e

SENSIDIAAAE ... bbb 46
31013 PrECISA0 oottt bbb 52
3.1.1.3.T  RepetiDilidade..... i 53
3.1.1.3.2  Reprodutibilidade... ... 54

XiX



4

XX

XX

312

4.1

4.2

CONCLUSAO

Calculo do conteldo de cafeina em cada amMOSTra.......coueeeeveeeeeeeereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesenes

APENAICE ACIAO BENZOICO ...ttt s st sssssssssssssessaes

APENAICE CATEING ..ottt ss s



INDICE DE FIGURAS

Figura 1.1 - Estrutura ilustrativa em 2D da molécula de: ... 5
Figura 12 - Café soluvel aglomerado (A) e liofilizado (B). Fontes:
https://www.tatacoffee.com/instant-coffee e

https://coffeebeanandbirds.com/blogs/news/our-wisdom-the-secret-behind-freezed-dried-
coffee-lyophilizated-coffee. Acedido a 19 de abril de 2023........cc.nrinereeeee e 8
Figura 13 - Esquema representativo do equipamento de HPLC. Fonte:
https://www.dctech.com.br/problemas-na-bomba-no-injetor-ou-no-detector-hplc-como-
identifica-los-e-resolve-los/. Acedido a 2 de fevereiro de 2023. ... 11
Figura 1.4 - Figura ilustrativa de um injetor manual (A) e injetor automatico (B) de Hitachi High
Performance Liquid Chromatograph. Fonte: HITACHI, 20712 ... 12
Figura 1.5 - Representacdo grafica do injetor manual. Fonte: Steiner, F. et al, 2019................... 12

Figura 1.6 - Esquema representativo do mecanismo da bomba de HPLC. Fonte: HITACHI, 2012.

Figura 1.7 - Cromatograma ilustrativo. Adaptado de: Deepak (2013) em https://lab-
training.com/how-to-read-a-chromatogram/. Acedido a 24 de janeiro de 2023........cccccoooevuunn... 18

Figura 2.1 - Logotipo do Centro de Formacao Profissional para o Sector Alimentar. Fonte:

https://www.cfpsa.pt/. Acedido a 2 de fevereiro de 2023. ... 33
Figura 2.2 - Fotografia ilustrativa do Alcool gel comercializado no CFPSA. Fonte: CFPSA (n.d.
(2)). Acedido @ 24 de Maio dE 2023........ ettt sas s rnes 34
Figura 2.3 - Esquema ilustrativo do teste rapido comercializado no CFPSA, Veodleo. Fonte:
CFPSA (n.d. (3)). Acedido a 24 de Maio de 2023, ...t ssssesens 35
Figura 2.4 - HITACHI Hight-Tech GLOBAL. Fonte: HITACHI, 20T2. ... 37
Figura 2.5 - Esquema representativo da preparacdo da amostra stock de cafeina. ........cccoccc..... 41

XXi


file:///C:/Users/pipap/Downloads/FP-Tese%20atualizada_25.10%20(2).docx%23_Toc149921108
file:///C:/Users/pipap/Downloads/FP-Tese%20atualizada_25.10%20(2).docx%23_Toc149921109
file:///C:/Users/pipap/Downloads/FP-Tese%20atualizada_25.10%20(2).docx%23_Toc149921109
file:///C:/Users/pipap/Downloads/FP-Tese%20atualizada_25.10%20(2).docx%23_Toc149921109
file:///C:/Users/pipap/Downloads/FP-Tese%20atualizada_25.10%20(2).docx%23_Toc149921109
file:///C:/Users/pipap/Downloads/FP-Tese%20atualizada_25.10%20(2).docx%23_Toc149921110
file:///C:/Users/pipap/Downloads/FP-Tese%20atualizada_25.10%20(2).docx%23_Toc149921110
file:///C:/Users/pipap/Downloads/FP-Tese%20atualizada_25.10%20(2).docx%23_Toc149921110
file:///C:/Users/pipap/Downloads/FP-Tese%20atualizada_25.10%20(2).docx%23_Toc149921111
file:///C:/Users/pipap/Downloads/FP-Tese%20atualizada_25.10%20(2).docx%23_Toc149921111
file:///C:/Users/pipap/Downloads/FP-Tese%20atualizada_25.10%20(2).docx%23_Toc149921112
file:///C:/Users/pipap/Downloads/FP-Tese%20atualizada_25.10%20(2).docx%23_Toc149921113
file:///C:/Users/pipap/Downloads/FP-Tese%20atualizada_25.10%20(2).docx%23_Toc149921113
file:///C:/Users/pipap/Downloads/FP-Tese%20atualizada_25.10%20(2).docx%23_Toc149921114
file:///C:/Users/pipap/Downloads/FP-Tese%20atualizada_25.10%20(2).docx%23_Toc149921114
file:///C:/Users/pipap/Downloads/FP-Tese%20atualizada_25.10%20(2).docx%23_Toc149921115
file:///C:/Users/pipap/Downloads/FP-Tese%20atualizada_25.10%20(2).docx%23_Toc149921115
file:///C:/Users/pipap/Downloads/FP-Tese%20atualizada_25.10%20(2).docx%23_Toc149921116
file:///C:/Users/pipap/Downloads/FP-Tese%20atualizada_25.10%20(2).docx%23_Toc149921116
file:///C:/Users/pipap/Downloads/FP-Tese%20atualizada_25.10%20(2).docx%23_Toc149921117
file:///C:/Users/pipap/Downloads/FP-Tese%20atualizada_25.10%20(2).docx%23_Toc149921117
file:///C:/Users/pipap/Downloads/FP-Tese%20atualizada_25.10%20(2).docx%23_Toc149921118
file:///C:/Users/pipap/Downloads/FP-Tese%20atualizada_25.10%20(2).docx%23_Toc149921119

Figura 2.6 - Esquema representativo da preparacao de algumas das amostras padrdo para a
cafeina. Continuagao do processo N0 PONO 2.2.1.10.3. ... ssssssssssssssssessans 41
Figura 2.7 - Esquema representativo da preparagdo das amostras solidas para quantificacao
por HPLC de acordo com ISO 20481:2008. Continuagdo do processo no ponto 2.2.1.10.3...42
Figura 2.8 - Esquema representativo da preparacao das amostras de bebidas para
quantificagcdo por HPLC. Continuacdo do processo no ponto 2.2.1.10.3....c..ccverrerrrenniennieninns 42
Figura 2.9 - Esquema representativo da preparagdo da amostra de cha preto para quantificagdo
por HPLC. Continuagao do processo N0 PONtO 2.2.1.710.3. .. sesseieessesssssssesasssnes 43
Figura 2.10 - Esquema representativo da preparacao das diferentes solu¢des para quantificagdo
dos teores de CafeiNa PO HPLC ...ttt ssssssss s s s sssssssssssss st ssssssssssaes 43
Figura 3.1 - Cromatograma obtido para a amostra de cappuccino descafeinado, com o pico de
cafeina identificado sem a interferéncia de outros componentes, com tr=11,827.........cccceeuu.... 46
Figura 3.2 - Representacao esquematica da reta de calibragdo (y = 42314 x-24299) para a gama
de concentracdes elevadas, entre 5 € 160 MQG/L. ... sssssssssssssssssssees 48
Figura 3.3 - Representacdo esquematica dos valores obtidos nos cromatogramas para os
padrées da gama baixa de cafeina e a respetiva apresentacdo da reta de calibracdo (y =
30833 X = 36099,4). oottt 49
Figura 3.4 - Imagens representativas dos géneros alimenticios analisados e obtidos em
supermercado: Cha preto aromatizado com frutos vermelhos da marca Pingo Doce (1); Chicéria
com café da marca Bellarom (2); Café instantaneo da marca Branca (3); Cappuccino
descafeinado da marca Nescafé (4); Ice Tea de limado da marca Lipton (5); Coca-Cola da marca
Branca (6); Bebida Energética da marca Branca (7). ..o ssessssessssssees 58
Figura 3.5 - Teores de cafeina em diferentes tipos de géneros alimenticios. Fonte: DECO
PROTESTE, 2021. Acedido a 27 de marco de 2023..........ceeeneeeeeieeeeiesie s sassasens 59
Figura 3.6 - Amostras de bebidas: Ice Tea (1), Coca-Cola (2), Bebida Energética (3) e Chicdria
com Café (4). No plano mais distante na sua forma original, no meio com o precipitado de

oxido de zinco e no plano frontal apds a filtragdo com os filtros de membrana de 0,45 pm..62

Figura 3.7 - Cromatograma obtido para Cha Preto com tr = 11,793 ..o 63
Figura 3.8 - Cromatograma obtido para Chicéria e Café com tr = 12,680.......cccccomeververrreceerecennne. 63
Figura 3.9 - Cromatograma obtido para Café solUvel com tr = 12,727........ccccoucvmerionnerevnncrennn. 64
Figura 3.10 - Cromatograma obtido para Cappuccino descafeinado com tr = 11,827. ............. 64
Figura 3.11 - Cromatograma obtido para Iced-Tea com tr = 13,027.......ccccoucvmviinernncrnncrinecnnnna. 65
XXii

XXii


file:///C:/Users/pipap/Downloads/FP-Tese%20atualizada_25.10%20(2).docx%23_Toc149921120
file:///C:/Users/pipap/Downloads/FP-Tese%20atualizada_25.10%20(2).docx%23_Toc149921120
file:///C:/Users/pipap/Downloads/FP-Tese%20atualizada_25.10%20(2).docx%23_Toc149921121
file:///C:/Users/pipap/Downloads/FP-Tese%20atualizada_25.10%20(2).docx%23_Toc149921121
file:///C:/Users/pipap/Downloads/FP-Tese%20atualizada_25.10%20(2).docx%23_Toc149921122
file:///C:/Users/pipap/Downloads/FP-Tese%20atualizada_25.10%20(2).docx%23_Toc149921122
file:///C:/Users/pipap/Downloads/FP-Tese%20atualizada_25.10%20(2).docx%23_Toc149921123
file:///C:/Users/pipap/Downloads/FP-Tese%20atualizada_25.10%20(2).docx%23_Toc149921123
file:///C:/Users/pipap/Downloads/FP-Tese%20atualizada_25.10%20(2).docx%23_Toc149921124
file:///C:/Users/pipap/Downloads/FP-Tese%20atualizada_25.10%20(2).docx%23_Toc149921124
file:///C:/Users/pipap/Downloads/FP-Tese%20atualizada_25.10%20(2).docx%23_Toc149921125
file:///C:/Users/pipap/Downloads/FP-Tese%20atualizada_25.10%20(2).docx%23_Toc149921125
file:///C:/Users/pipap/Downloads/FP-Tese%20atualizada_25.10%20(2).docx%23_Toc149921127
file:///C:/Users/pipap/Downloads/FP-Tese%20atualizada_25.10%20(2).docx%23_Toc149921127
file:///C:/Users/pipap/Downloads/FP-Tese%20atualizada_25.10%20(2).docx%23_Toc149921127
file:///C:/Users/pipap/Downloads/FP-Tese%20atualizada_25.10%20(2).docx%23_Toc149921128
file:///C:/Users/pipap/Downloads/FP-Tese%20atualizada_25.10%20(2).docx%23_Toc149921128
file:///C:/Users/pipap/Downloads/FP-Tese%20atualizada_25.10%20(2).docx%23_Toc149921128
file:///C:/Users/pipap/Downloads/FP-Tese%20atualizada_25.10%20(2).docx%23_Toc149921128
file:///C:/Users/pipap/Downloads/FP-Tese%20atualizada_25.10%20(2).docx%23_Toc149921128
file:///C:/Users/pipap/Downloads/FP-Tese%20atualizada_25.10%20(2).docx%23_Toc149921129
file:///C:/Users/pipap/Downloads/FP-Tese%20atualizada_25.10%20(2).docx%23_Toc149921129
file:///C:/Users/pipap/Downloads/FP-Tese%20atualizada_25.10%20(2).docx%23_Toc149921130
file:///C:/Users/pipap/Downloads/FP-Tese%20atualizada_25.10%20(2).docx%23_Toc149921130
file:///C:/Users/pipap/Downloads/FP-Tese%20atualizada_25.10%20(2).docx%23_Toc149921130
file:///C:/Users/pipap/Downloads/FP-Tese%20atualizada_25.10%20(2).docx%23_Toc149921131
file:///C:/Users/pipap/Downloads/FP-Tese%20atualizada_25.10%20(2).docx%23_Toc149921132
file:///C:/Users/pipap/Downloads/FP-Tese%20atualizada_25.10%20(2).docx%23_Toc149921133
file:///C:/Users/pipap/Downloads/FP-Tese%20atualizada_25.10%20(2).docx%23_Toc149921134
file:///C:/Users/pipap/Downloads/FP-Tese%20atualizada_25.10%20(2).docx%23_Toc149921135

Figura 3.12 - Cromatograma obtido para Coca-Cola com tr = 12,793 ... 65
Figura 3.13 - Cromatograma obtido para Bebida Energética com tr = 12,707.....cc.ccooeervrrrrrnnnnn. 66
Figura 3.14 - Representacao grafica dos resultados obtidos para o teor de cafeina nas
diferentes amostras de géneros alimenticios analisadas para as amostras que apresentaram
valores superiores: o café instantaneo, o cha preto e a chicéria café (A) e para as amostras que
apresentaram baixos valores de cafeina: o Cappuccino Descafeinado, a Bebida energética, a
COCA-COIA € O ICE-TEA (Bt eeeee s tstee s e ssees e e ssess s e sessas s ssseasassesssssasaesssseasassessesasnes 68
Figura 4.1 - Reta de calibracdo obtida pelos padrdes 5, 10, 20, 40, 80 e 160 mg/L de acido

benzoico. Obtengdo dos valores para a curva de calibracdo exposta em 4.1.......cc.coeveevrvnrreennnnes 88

xXXiii


file:///C:/Users/pipap/Downloads/FP-Tese%20atualizada_25.10%20(2).docx%23_Toc149921136
file:///C:/Users/pipap/Downloads/FP-Tese%20atualizada_25.10%20(2).docx%23_Toc149921137
file:///C:/Users/pipap/Downloads/FP-Tese%20atualizada_25.10%20(2).docx%23_Toc149921138
file:///C:/Users/pipap/Downloads/FP-Tese%20atualizada_25.10%20(2).docx%23_Toc149921138
file:///C:/Users/pipap/Downloads/FP-Tese%20atualizada_25.10%20(2).docx%23_Toc149921138
file:///C:/Users/pipap/Downloads/FP-Tese%20atualizada_25.10%20(2).docx%23_Toc149921138
file:///C:/Users/pipap/Downloads/FP-Tese%20atualizada_25.10%20(2).docx%23_Toc149921138
file:///C:/Users/pipap/Downloads/FP-Tese%20atualizada_25.10%20(2).docx%23_Toc149921139
file:///C:/Users/pipap/Downloads/FP-Tese%20atualizada_25.10%20(2).docx%23_Toc149921139




INDICE DE TABELAS

Tabela 1.1 - Tipos de detetores de cromatografia liquida. Fonte: HITACHI (n.d) (2).....cccoccovvuene.. 15
Tabela 2.1 - Parametros para a corrida cromatografica na detecdo de cafeina em diferentes
GENETOS AlIMENTAIES. ..ottt bbb bbbt 40
Tabela 3.1 - Resultados obtidos para o sinal dado pelo equipamento de HPLC para os
respetivos padrdes de cafeina da gama alta (com a concentragdo conhecida de 5, 10, 20, 40,
80 e 160 mg/L), com a apresentacdo do seu tempo de retencdo e respetivos limites de
QUANTITICACA0 € AETEGCAD. ...ttt ettt s s bbb 47
Tabela 3.2 - Resultados obtidos para o sinal dado pelo equipamento de HPLC para os
respetivos padrdes de cafeina da gama baixa (com a concentracdo conhecida de 0,5; 1; 2 e 2,5
mg/L), com a apresentacdo do seu tempo de retencado e respetivos limites de quantificagédo e
ETECAO. ..ttt a bbb ettt s et 49
Tabela 3.3 - Teste de homogeneidade aos padrdes da gama alta, 160mg/L e 5mg/L, com a
respetiva média de areas, tempo de retencao (tr) e concentracao em mg/L (a partir da equacao
y = 35439x + 9824,5); variancias associadas ao primeiro (S12) e ultimo (§102) padrdo e o
respetivo valor de PG e o valor tabelado da distribuicdo F de Snedecor/Fisher...........ccccouunne. 51
Tabela 3.4 - Teste de homogeneidade aos padrdes da gama baixa 2,5mg/L e 0,5 mg/L, com a
respetiva média de areas, tempo de retengao (tr) e concentracdao em mg/L (a partir da equagao
apresentada em 3.2); variancias associadas ao primeiro (§12) e ultimo (§102) padrdo e o
respetivo valor de PG e o valor tabelado da distribuicao F de Snedecor/Fisher. .........ccccccouucunece.. 52
Tabela 3.5 - Dados do teste interlaboratorial de precisdo para a determinacao de cafeina em
café liofilizado e café aglomerado. Fonte: ISO 204871:2008. .........cccccorvmremrrrerernrersenssnssssssssesssssssssssnns 53
Tabela 3.6 - Estudo da Repetibilidade para a amostra de Café Solivel (para n=10), com
obtencdo da média do teor de cafeina em %(m/m) e respetivos: desvio padrdo de
repetibilidade (sr), limite de repetibilidade (r) e coeficiente de variacao da repetibilidade (CV,).

Sendo as observacdes efetuadas no dia 06/07/2023. As concentragdes em mg/L, foram

XXV



determinadas com a reta do dia 04/07/2023: y = 42314x - 24299 e, para a determinacao de
Woc (g/100g): as concentragdes e areas dos padrdes usados no dia, de acordo com a equacao
S 70 OO DT OP OO OO OO OO P OO PO OO OO P PP 54
Tabela 3.7 - Estudo da Reprodutibilidade para a amostra de Café Soluvel (para n=10), com
obtencdo da média do teor de cafeina em %(m/m) e respetivos: desvio padrdo de
reprodutibilidade (sR), limite de reprodutibilidade (R) e coeficiente de variagdo da
reprodutibilidade (CVRr). Sendo as observagdes efetuadas no dia 04/07/2023 e 05/07/2023. As
concentragdes, em mg/L, foram determinadas com a reta do dia 04/07/2023: y =
42314x - 24299 e, para a determinacao de Wc (g/100g): as concentrac¢des e areas dos padroes
usados no dia, de acordo COM @ @QUAGAO 3.3 ...ttt s s sss s s ssenaes 55
Tabela 3.8 - Comparacdao dos resultados experimentais com os da ISO 20481:2008 e,
apresentacao do desvio absoluto dos resultados obtidos experimentalmente, com os
presentes na ISO. *Nota: este valor corresponde a média dos valores da repetibilidade e
reprodutibilidade €M G/T00 G. ..ottt ss st s s s st 56
Tabela 3.9 - Compilagdo dos rétulos dos diferentes produtos analisados, com indicagdo da
listagem de ingredientes, algumas informacdes relevantes e as imagens do rétulo.................. 60
Tabela 3.10 - Resultados para a analise a diferentes amostras da gama alta: cha preto
aromatizado com frutos vermelhos e café instantdaneo, com a determinacdo da respetiva
concentragdo (mg/L) com o auxilio das retas de 15/03/2023:y = 35439x + 9824,5; 03/04/2023:
y = 41490x - 42730; 09/05/2023: y = 37488x - 57613; e 16/05/2023: y = 35114x - 6540,7, o
conteudo de cafeina nas nossas amostras, wc (g cafeina/100 g ou 100 mL de amostra) e a
concentracdo de cafeina com o auxilio da concentracdo obtida pela reta de calibragdo e
FESPETIVA MEAIA. ..uoeeiericice ettt bbbt s bbb s s bbbt ssenbaes 68
Tabela 3.11 - Comparagdo dos valores experimentais com dados de referéncia de diversas
fontes, dos teores de cafeina de mg por 100 mL ou 100 g de produto. ......cc.cceveerrrrrrrnrenrererenes 69
Tabela 4.1 - Resultados obtidos para os cromatogramas dos padrdes 5, 10, 20, 40, 80 e 160
mg/L de acido benzdico, e o respetivo desvio padrdo, como o auxilio da curva de calibragédo
EXPOSEA NA QUAGAOD 4. 1. .ottt ettt ssnnses 88
Tabela 4.2 - Resultados obtidos para o teor em acido benzdico para o doce de alperce e, as
respetivas manipulagdes, com o respetivo calculo da concentragdo de acido benzdico, como o

auxilio da curva de calibragdo exposta na equacao 4.1, média e desvio padrao. ......ccceweerenne. 89

XXVi

XXVI



Tabela 4.3 - Teste de homogeneidade aos padrdes da gama alta, 200mg/L e 5mg/L, com a
respetiva média de areas, tempo de retengao (tr) e concentracdo em mg/L (a partir da equagao
y = 35439x + 9824,5); variancias associadas ao primeiro (§12) e ultimo (§102) padrao e o
respetivo valor de PG e o valor tabelado da distribuicdo F de Snedecor/Fisher..........cccccouuenee. 91
Tabela 4.4 - Resultados obtidos para a determinacdo dos teores de cafeina para as amostras
de Bebida energética, Cappuccino descafeinado, Ice Tea e Coca-cola e, respetivos padrdes
analisados. Uso das retas de 15/03: y = 35439x + 9824,5; 09/05: y = 37488x - 57613; e 16/05:
Y = 35TTAX = 8540, 7. oottt bbb 94
Tabela 4.5 - Resultados obtidos para a determinacdo dos teores de cafeina para as amostras
de Chicoria + Café, Cha preto e Café. as concentragdes foram obtidas com o uso das retas de
15/03:y = 35439x + 9824,5; 03/04:y = 41490x - 42730; e 09/05: y = 37488x - 57613.............. 95
Tabela 4.6 - Tabela de distribuicdo de Fisher-Snedecor para um intervalo de confianga de 99%.
Fonte: http://wiki.icmc.usp.br/images/f/f2/2011-TabelaFSnedecor.pdf. Acedido a 13 de marco
A8 2023ttt bbb 1

XXVil


file:///C:/Users/pipap/OneDrive/Ambiente%20de%20Trabalho/FILIPA/Mestrado/TESE/Dissertação%20final_MTSA_Filipa%20Pires.docx%23_Toc151644785
file:///C:/Users/pipap/OneDrive/Ambiente%20de%20Trabalho/FILIPA/Mestrado/TESE/Dissertação%20final_MTSA_Filipa%20Pires.docx%23_Toc151644785
file:///C:/Users/pipap/OneDrive/Ambiente%20de%20Trabalho/FILIPA/Mestrado/TESE/Dissertação%20final_MTSA_Filipa%20Pires.docx%23_Toc151644785




Adsorver

Cromatografia

Fase movel

Faze estacio-

naria

Eluicdo isocra-

tica

RP-HPLC

Tempo morto

(to)

GLOSSARIO

Reter/Fixar as moléculas de um liquido (o adsorvido) numa superficie so-

lida (adsorvente).

Método fisico de separagdo no qual os componentes da amostra a serem
separados distribuem-se entre duas fases: uma fase estacionaria e uma

fase movel, que flui numa dire¢do definida.

Fluido (gas/liquido) que transporta a amostra numa direcdo definida ao

longo da fase estacionaria, é o solvente na técnica cromatografica.

Matriz de suporte composta por microparticulas porosas de silica muito
pura, permeaveis ao solvente e com uma grande area superficial, sendo
estas esféricas e rigidas, com uma distribuicdo de tamanhos de poros uni-

formes.

Técnica caracterizada pelo uso da mesma forca cromatografica durante

toda a corrida cromatografica.

Técnica cromatografica liquida de alta eficiéncia de fase reversa, € um mé-
todo fisico para separacao de diferentes componentes numa amostra, na
qual a fase moével é polar, a fase estacionaria é apolar, os compostos pola-

res eluem mais facilmente.

Tempo que uma amostra inerte demora a migrar deste o inicio da coluna
(injetor) e o fim (detetor) sem qualquer afinidade para com a fase estacio-
naria e que permite verificar se ha algum problema com o aparelho é ca-

racteristicamente observado no cromatograma como o "primeiro pico".
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Tempo de re-
tencao (t,)
Tempo de re-
tencao liquido
(t')

Ndmero de
pratos tedricos
(N)

Desgaseificar

Banho de UlI-

trassons

XXX

XXX

Tempo que uma amostra a analisar demora a migrar deste o inicio da co-

luna (injetor) e o fim (detetor).

Tempo no tal fica retida a amostra na fase estacionaria.

Caracteriza a qualidade de uma coluna cromatografica e fendmenos de
transferéncia de massa. Valores elevados de N, quantificam a coluna para

separar misturas complexas.
Processo no qual é retirado a maioria do gas presente numa amostra.

Aparelho usado para desgaseificar amostras.
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INTRODUCAO

1.1 Enquadramento e objetivos do trabalho

A presente tese destina-se a implementar e validar um método de quantificacdo dos
teores de cafeina, em diferentes géneros alimenticios, utilizando o sistema de HPLC, e sua
posterior aplicacdo em amostras de: café, descafeinado e bebidas (como: capuchino, cha preto,
coca-cola, etc.), com base na ISO 20481:2008.

Atualmente empresas da Industria Alimentar recorrem a laboratérios como € o caso do
Laboratério de Ensaios (L.E.) do CFPSA, para a realizacdo de analises em alimentos, obtendo
assim resultados fidedignos de fontes certificadas, garantindo a credibilidade das analises.

A validacao de um metodo é cada vez mais um requisito importante e fundamental
nos laboratorios ja que, segundo a World Health Organization (WHO), a validagao é uma "ava-
liacdo sistematica de um procedimento analitico para demonstrar que esta sob as condicdes
nas quais deve ser aplicado" (WHO em Perez, M. A. F,, 2010), isto &, a validacdo do método vai
permitir demonstrar que o método em estudo é adequado, neste caso, para a avaliacao de
géneros alimenticios que contenham cafeina.

Este processo de validacdo é muitas das vezes dispendioso para o laboratério, no en-
tanto € considerado como um investimento devido a obtencdo de lucros posteriores (Perez,
M. A. F., 2010), neste caso os lucros podem ser obtidos pela proposta deste tipo de analises

nos servigos realizados pelo L.E. do CFPSA.



1.2 Contexto e motivagao

Atualmente o CFPSA tem implementado desde 2015, para a técnica de HPLC, um mé-
todo para a determinacao do acido benzoico em compotas e marmeladas. O acido benzoico
é um conservante alimentar (com o cédigo E210) capaz de provocar reacdes alérgicas, seme-
Ihantes as do corante E 102 (Tartarazina), como é o caso de manifestacdes de urticaria, rinites,
alteracOes na visdao e problemas respiratérios. Ainda em concentracdes elevadas pode provo-
car irritagdes gastricas e, tem sido referido, como responsavel por certas desordens de natureza
neuroldgica (ASAE., n.d (1); ASAE., n.d. (2)) pelo que a sua concentragdo acima dos limites le-
gislados torna-se um problema do ponto de vista da seguranca alimentar.

Também a cafeina, pode ser um composto perigoso pelo que, a quantidade desta em
alimentos e bebidas deve ser monitorada de perto (Alkhamaisah, S. I., 2019), ja que é capaz de
gerar complicagdes cardiovasculares, insOnia, ansiedade e dores de estdmago (Temple et al.,
2017 em Rodda, S. 2020).

O CFPSA realiza andlises fisico-quimicas no L.E., frequentemente a novos produtos. Para
por exemplo: sorvetes, produtos lacteos, produtos de confeitaria e bebidas ndo alcodlicas que
contenham cafeina, é importante realizar a sua quantificacdo ja que se deve garantir que os
teores deste aromatizante ndo ultrapassam os requeridos por legislagcdo. Devido a este facto,
o L.E. achou que a implementacao e consequente validacdo de um método para a determina-
cao deste composto sera benéfico para os seus clientes fazendo-lhes chegar novos resultados.

E importante referir que sendo um Centro de Formacéo Profissional a grande area em
que este investe € em Cursos de Formagado Profissional, nomeadamente na area Alimentar,
entre os quais tem o curso de Técnico de Controlo de Qualidade Alimentar. Neste os forman-
dos sao instruidos sobre diferentes técnicas laboratoriais para garantir a seguranca alimentar
de géneros alimenticios. A consequente validacdo do método descrito nesta tese, sera uma
vantagem para a formacao, ja que este estudo proporcionara ao CFPSA informacdes sobre
como determinar teores de cafeina em diferentes géneros alimenticios, cuja area tem tido um
interesse acrescido nas industrias alimentares (nomeadamente na area das bebidas gaseifica-
das). Estes ensinamentos podem ser transmitidos aos formandos, proporcionando-lhes temas
atuais neste curso e, a aquisicao de conhecimentos praticos e teoricos sobre o HPLC, capaci-
tando-os para o mercado de trabalho, ja que esta técnica é frequentemente usada em labora-

torios de renome para diversos tipos de analises.
2
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Posteriormente este método podera ser acreditado. A acreditagdo, segundo o Artigo
4° do Decreto-Lei n.° 140/2004, é "o procedimento através do qual o organismo nacional de
acreditacao (ONA) reconhece, formalmente, que uma entidade é competente tecnicamente
para efetuar uma determinada funcao especifica, de acordo com normas internacionais, euro-
peias ou nacionais, baseando-se, complementarmente, nas orientacdes emitidas pelos orga-
nismos internacionais de acreditagdo de que Portugal faca parte" (Decreto-Lei n. ©140/2004).
A acreditagdo da assim as entidades que procuram este servico, o respeito e o reconhecimento
pelas suas competéncias técnicas. Atualmente a acreditagdo é obtida pelo organismo oficial
de acreditacao, o IPAC (Instituto Portugués de Acreditacao) (Campelo, D. C. T., 2020).

De uma forma geral, a necessidade de existirem laboratérios acreditados para deter-
minados métodos, para a andlise de alimentos, passa por assegurar aos clientes que os resul-
tados sdo crediveis e fidedignos. As acreditagdes trazem beneficios para as empresas, tais
como: padronizacdo de processos; identificacdo de falhas e, consequentemente reducao de
custos, devido a eliminacdo de ineficiéncias no processo; identificacdo de pontos de melhoria
continua; promogao da imagem da empresa, entre outras (IBES, 2011). No entanto, estes pro-
cessos sao dispendiosos, pelo que numa fase inicial ndo sera compensatorio a acreditagao,

sem antes existir mercado para o tipo de método/analise a aplicar.

1.3 Cafeina

Produtos a base de cafeina sdo facilmente adquiridos e mundialmente consumidos,
desde produtos que incluem cafeina, como os cafés (instantaneos, expressos, etc.), bebidas
energéticas, comprimidos, chas e bebidas gaseificadas com cafeina. Pelo menos um destes
produtos é consumido diariamente, ex.: nos EUA 89% da populacdo adulta consome, em mé-
dia, 200 mg de cafeina por dia (Rodda, S., et a/. 2020).

O consumo de cafeina é influenciado pela cultural origem geogréfica, estilo de vida e o
poder econémico das pessoas. Estudos indicam que chas e bebidas com cafeina sdo muito
mais consumidas na Africa e Asia, enquanto café e bebidas com cafeina sdo mais consumidas
na Europa e Norte da América (Rodda, S., et al. 2020).

Atualmente a cafeina pode ser considerada uma dependéncia, no entanto ao contrario
de outras substancias viciantes, a maioria dos produtos com cafeina ndo tém quaisquer requi-
sitos de idade legal para compra ou consumo. Alias varios estudos recomendaram que as be-

bidas energéticas ndo fossem direcionadas, disponiveis ou consumidas por criangas ou



adolescentes (Rodda, S., et a/. 2020), mas no fundo a cafeina continua a ser altamente consu-
mida por estas faixas etarias em cadeias de restauragdo e até nas suas casas.

Para além disso a dependéncia de cafeina, denominada em inglés: " Caffeine Use Disor-
der’, ainda nao é vista como uma condicdo psiquiatrica, no entanto a abstinéncia de cafeina
estad incluida no "American Psychiatric Association", indicando que para consumidores fre-
quentes deste produto, a abstinéncia (ap6s um periodo de uso prolongado) resulta em sinto-
mas como dor de cabega, fadiga ou sonoléncia, dificuldade de concentragao, irritacao, e apa-
recimento de alguns sintomas semelhantes aos da gripe (Rodda, S., et a/. 2020), tornando-se
assim importante a limitacdo do uso, e consumo, deste produto de forma excessiva.

Passando agora para a caracterizacao da cafeina, de acordo com a IUPAC, é denomi-
nada cientificamente de 1,3,7-trimethylpurine-2,6-dione, sendo uma molécula alcaloide de
metilxantina (Figura 1.1. A). Esta encontra-se presente em sementes e folhas de um grande
ndimero de plantas, nativas do Sul da América e do Este da Asia e, nestas plantas funciona
como um pesticida natural (National Center for Biotechnology Information, 2023). Visualmente
apresenta-se sob a forma de um pd branco, cristalino, sendo solivel em agua. A sua solubili-
dade aumenta com o incremento da temperatura (Reis, R. J. P., 2015).

A cafeina € estruturalmente semelhante a adenosina (Figura 1.1. B) e atua principal-
mente como um antagonista do recetor de adenosina com atividades psicotropicas e anti-
inflamatorias, ou seja, consegue ligar-se da mesma forma aos recetores sem que seja detetada
por mecanismos de inibicdo. Apds a ingestdo desta molécula, ocorre a sua ligacdo aos receto-
res de adenosina no sistema nervoso central (SNC), o que inibe a ligagdo da adenosina (Figura
1.1. C). A adenosina € uma purina que funciona como um inibidor geral da atividade neuronal,
pelo que a sua inibicao pela cafeina estimula a atividade dos centros medular, vagal, vasomotor
e respiratorio no cérebro. Este agente também promove a liberacdo de neurotransmissores
que estimulam ainda mais o SNC (Fisone, G. et al, 2004; National Center for Biotechnology
Information, 2023). Ja os efeitos anti-inflamatérios da cafeina sdo decorrentes da inibicdo com-
petitiva nao seletiva das fosfodiesterases (PDEs). A inibicdo de PDEs aumenta a concentragao
intracelular de AMP ciclico, o que ativa a proteina quinase A e inibe a sintese de leucotrienos,
levando a reducdo de inflamag¢des (National Center for Biotechnology Information, 2023).

Uma vez que a cafeina é um metabolito estimulante do sistema nervoso, é usado pela
indUstria farmacéutica como um medicamento para reduzir a fadiga fisica e para restaurar os

niveis de alerta quando estdo em baixo. Este é um produto que leva a um aumento do estado
4
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de vigilia, levando a um aumento do fluxo de pensamento, tornando-se rapido e claro, maior

foco e melhor coordenagao geral do corpo (Pokhrel, P. et al, 2016).
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Figura 1.1 - Estrutura ilustrativa em 2D da molécula de:

A — Adenosina. Fonte: National Center for Biotechnology Information (2023) acedido a 16 de janeiro de 2023 (Ultima
modificacdo no site a 15/01/2023).

B — Cafeina. Fonte: National Center for Biotechnology Information (2023) acedido a 13 de janeiro de 2023 (Ultima
modificacdo no site a 15/01/2023).

C - Mecanismo de acdo da cafeina. Fonte: Gini Health (2019) em https://www.honeybeebenefits.com/caffeine-he-
alth-risks/, acedido a 09 de fevereiro de 2023.

Até a data, investigacbes sobre os danos que a cafeina € responsavel por causar tém
sido inconclusivas e, por vezes contraditorias, por exemplo, um estudo de 2017, no qual foram
examinadas as relacdes entre o consumo de café e saude, relatando-se que os beneficios su-
peravam amplamente os danos. No entanto, noutros estudos a cafeina é vista como sendo
prejudicial ao nosso corpo, ja que se encontra associada a: complicacdes cardiovasculares, in-
sonia, problemas dentarios, ansiedade, incontinéncia, taquicardia e dor de estdmago. Esses
efeitos colaterais também podem ser responsaveis por criar outros problemas de salude apos

anos de uso constante de cafeina (Rodda, S., et a/ 2020; Van Beek, A. R, et a/ 2019).



Entidades como a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), Comité Cientifico para a Ali-
mentacao Humana (SCF) e a Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos (EFSA) nao
estabeleceram até a data um nivel de ingestdao admissivel para a cafeina ou a Dose Diaria
Aceitavel (ADI). Embora a cafeina seja um dos constituintes alimentares mais estudados estes
limites ainda ndo foram determinados, mas a sua quantificacdo é um dado importante a ter
em consideragdo (da Silva Gaspar, S., 2014).

E importante abordar também que os produtos descafeinados sdo aqueles que passam
por um processo no qual é retirada parte da cafeina, pelo que continuam a conter cafeina, mas
em quantidades mais limitadas e, em principio serdo uma boa alternativa para diminuir os
efeitos adversos causados por este composto. Experimentalmente o descafeinado é obtido
pela extracdo da cafeina de graos de café verde com, por exemplo: d&gua quente, solventes
organicos ou com didxido de carbono supercritico. Os produtos descafeinados devem conter

menos de 0,1% de cafeina (Naegele, E., 2013).

1.3.1 Legislacao para Cafeina em produtos alimentares

Atualmente existe legislacdo para produtos alimentares que contenham cafeina, de
acordo com o Regulamento (UE) N.° 1169/2011 relativo a prestacdo de informagéo aos con-
sumidores sobre os géneros alimenticios, esta legislado no anexo Il que certos géneros ali-
menticios devem incluir na sua rotulagem a mencdo de “Bebidas com elevado teor de cafeina
ou géneros alimenticios com cafeina adicionada” se forem destinadas a ser consumidas e con-
tenham cafeina numa porcao superior a 150 mg/L, com excecao de café e cha, que o género
alimenticio inclui a mencao de café ou cha.

Este tipo de bebidas devem apresentar a mencao: “Elevado teor de cafeina. Nao reco-
mendado a criangas nem a gravidas ou lactantes” e deve constar no mesmo campo visual que
a denominacao da bebida, seguida de uma referéncia, entre parénteses e nos termos do artigo
13.°, n.° 1, do presente regulamento, ao teor de cafeina expresso em mg por 100 mL. Para
outros géneros alimenticios que nado sejam bebidas, mas em que seja adicionada cafeina para
fins fisioldgicos, devem conter a mencao: “Contém cafeina. Nao recomendado a criangas nem
a gravida” que deve conter as mesmas caracteristicas aplicadas a mencdo anterior e, no caso
de serem suplementos alimentares, o teor de cafeina deve ser expresso em funcdo da dose

diaria recomendada na rotulagem (Regulamento (UE) N.° 1169/2011).



A cafeina também pode ser usada como aromatizante, mas para tal existem restri¢oes
de utilizacdo como substancia aromatizante para diferentes tipos de géneros alimenticios, no
Regulamento (UE) N.° 872/2012 encontram-se os limites:

— Na categoria 1 (produtos lacteos e seus sucedaneos) — nao mais de 70 mg/kg;
— Na categoria 3 (Sorvetes) — nao mais de 70 mg/kg;

— Na categoria 5 (Produtos de confeitaria) — nao mais de 100 mg/kg;

— Na categoria 14.1 (Bebidas nao alcodlicas) — ndo mais de 150 mg/kg.

Uma vez que serdo analisadas amostras de café, descafeinado e algumas bebidas ndo
alcodlicas com café, como é o caso do cha preto, coca-cola, etc., estima-se que os valores de
cafeina sejam 150 mg/L para os produtos com cafeina propria e para as bebidas com cafeina

adicionada com fungao aromatizante, valores inferiores a 150 mg/kg.

1.3.2 Café solavel

Para o desenvolvimento deste trabalho a norma ISO 20481:2008 foi usada como mo-
delo experimental e comparativo, nos ensaios desenvolvidos. Na norma, sao apresentados re-
sultados para café soltvel do tipo: "regular freeze dried" e "regular agglomerated”, pelo que
existiu a necessidade da criagdo deste pequeno subcapitulo dedicado apenas a explicacdo das
diferencas entre estes cafés.

Comercialmente, o café soltvel, também chamado de café em pé ou café instantaneo,
é obtido a partir de graos de café torrados, que sdo moidos e, extraidos com agua quente sob
condigdes de alta pressdo para extrair compostos sollveis em agua, como é o caso da cafeina.
Este material soluvel, obtido da extracdo, € deixado a arrefecer e, por vezes, pode ser: centri-
fugado, concentrado por aguecimento e, seco para reduzir a humidade para aproximadamente
um valor de 5%. Alternativamente, vapor/agua e/ou 6leo pode ser usado para humedecer no-
vamente a superficie dos granulos de café sollvel, seguido de um processo de secagem. Este
processo é chamado de aglomeracao (Ghirisan & Miclaus, 2017).

Fabricantes de café usam diversas técnicas para melhorar a aparéncia e o sabor do seu
produto final. Existem dois métodos disponiveis para a conversao do café liquido em café em
po: "spray-drying” (SD ou secagem por pulverizagdo) e "freeze-drying" (FD ou secagem por
congelacdo) ou liofilizagdo. Na técnica de "spray-drying", o café no estado liquido é pulveri-
zado numa atmosfera de ar quente, com auxilio de um spray dryer (ou pulverizador), no qual
através da a¢do do calor a agua presente nessa mistura liquida evapora e leva a produgao de
pequenos sedimentos de café. Ja a técnica de "freeze-drying" ou liofilizacdo, é usada com o

intuito de ser usada em amostras mais sensiveis, neste método o café liquido concentrado



sofre um processo de congelamento na qual a agua é transformada em cristais de gelo, que
sao posteriormente removidos na forma de vapor de agua por sublimacdo a baixa pressao e
temperatura (Ghirisan & Miclaus, 2017).

Comparando estas duas técnicas de secagem, o "spray-drying" € uma secagem reali-
zada a altas temperaturas, o que vai afetar algumas caracteristicas do produto final, nomeada-
mente a textura e o sabor, no entanto, tém a grande vantagem de ter um custo reduzido e um
tempo de secagem baixo, pelo que permite um maior rendimento econdémico. A liofilizacao
proporciona a obten¢do de um produto com as caracteristicas mais proximas do original, ob-
tendo-se um produto com uma menor perda de sabor e aroma, no entanto, é um processo
mais dispendioso ja que envolve mais custos de energia devido ao uso de baixas temperaturas
e pressoes (Ghirisan & Miclaus, 2017).

Comercialmente, na rotulagem de cafés sollveis sdo encontradas duas denominacdes:
café liofilizado e café aglomerado (Figura 1.2). O café liofilizado é aquele que foi obtido através
do processo de "freeze-drying", descrito anteriormente, ja o café aglomerado é obtido por
"spray-dried", no qual depois da secagem, é adicionado p6 e depois o café é submetido a uma

segunda operacao com vapor, que leva a uma agregagao das particulas (Helena Coffee, 2022).

Figura 1.2 - Café soltvel aglomerado (A) e liofilizado (B). Fontes: https://www.tatacoffee.com/instant-coffee e

https://coffeebeanandbirds.com/blogs/news/our-wisdom-the-secret-behind-freezed-dried-coffee-lyophilizated-
coffee. Acedido a 19 de abril de 2023.

1.4 O HPLC e a sua importancia no contexto da analise de ma-

trizes alimentares

A cromatografia € um método fisico de separacao, no qual os componentes da amostra
distribuem-se entre duas fases: uma fase estacionaria e uma fase mével, que flui numa diregado
8
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definida (Nahar, L., et a/ 2020). A fase estacionaria caracteriza-se por ser um composto no
estado solido ou liquido (desde que, no caso de ser liquido, deve estar adsorvido a um sélido
ou um gel) que habitualmente esta empacotada numa coluna ou espalhada numa superficie;
ja a fase movel pode ser, tanto um liquido, como um gas. Sendo que, os métodos cromato-
graficos baseiam-se assim no equilibrio entre a fase mével e a fase estacionaria. (Mota, M.,
2006). Nos ultimos anos, as fases estacionarias usadas sao, habitualmente, colunas empacota-
das com silica gel tratada quimicamente (HITACHI, 2012).

A técnica cromatografica aplicada neste trabalho foi o HPLC, a Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia, cujas siglas sdo referentes a "Hight Pressure Liquid Chromatography” ou "
High performance liquid chromatography". Esta técnica € muito popular, moderna e versatil
para a detecdo de compostos nao volateis e moléculas termicamente instaveis a altas pressdes
(Nahar, L., et a/ 2020).

O desenvolvimento desta técnica laboratorial remota ao inicio do século 20, com a
descoberta do principio basico por M.S. Tswett, que separou os corantes de um extrato vegetal
com éter de petréleo (fase movel) e carbonato de calcio em po (fase sélida). (HITACHI, 2012).
Ja na década de 1970 a cromatografia de fase reversa foi desenvolvida e em 1980, com o
desenvolvimento de computadores e automatizacao de sistemas o uso do HPLC foi facilitado.
Posteriormente esta metodologia cresceu rapidamente e, entre 1995 e 2001, cerca de 53% dos
métodos analiticos diziam respeito ao uso desta técnica (Domingos, M. C. R,, 2011).

O HPLC utiliza o fendmeno de eluicdo, ou seja, a separacao de uma mistura com dife-
rentes moléculas. Sendo que, a ordem de eluicdo e o grau de separagado, vao depender da
escolha das fases movel e estacionaria. Também é importante referir que cada molécula da
amostra ira eluir a tempos diferentes, consoante a sua interagdo com a fase estacionaria, por
exemplo pode ficar retida na fase estacionaria (coluna) se tiver afinidade para com ela (HITA-
CHI, 2012).

A analise por HPLC baseia-se no principio em que, nas mesmas condi¢ées de medicao,
o tempo entre a injecdo de um componente na coluna e a eluigdo desse componente é apro-
ximadamente constante, pelo que a determinacao desse componente em diferentes amostras
é possivel, permitindo assim a realizacdo de tanto analises qualitativas, como quantitativas
(HITACHI, 2012). Nas industrias alimentares o seu papel tem tido grande importancia ja que
permite quantificar teores de compostos (aditivos, aromatizantes, entre outros) nas diferentes

matrizes alimentares e, avaliar se a sua concentragdo esta de acordo com a legislagdo em vigor.



1.5 Cromatografia Liquida

A cromatografia liquida pode ser classificada em diferentes tipos, tais como (Domingos,

M. C. R, 2011; SPECANALITICA, 2011):
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Cromatografia de adsorgdo: neste tipo de cromatografia liquida, a separacao dos com-
ponentes, de uma amostra, é baseada nas diferengas de afinidade destes para com a
fase estacionaria, existem interacdes entre o analito com a superficie do absorvente
provocando o seu movimento retardado em comparagdo com as moléculas do eluente.
Solutos muito polares ficam retidos, ndo sendo cromatografados;

Cromatografia de troca iénica: baseada nas diferentes cargas de compostos ionizados
ou idnicos (catides e anides) com os ides presentes na matriz da fase estacionaria;
Cromatografia de afinidade: caracteriza-se pela interagdo entre um ligando e um so-
luto. O ligando pode ser geral ou especifico respetivamente, ligando-se a grupos es-
pecificos em moléculas alvo ou ligando-se apenas a uma espécie: antigene ou anti-
corpo.

Cromatografia de exclusdo molecular ou em gel: a separacdo é baseada no tamanho e
forma das moléculas. A fase estacionaria é constituida por um material poroso, cujo
tamanho do poro é controlado, pelo que, moléculas pequenas conseguem penetrar os
poros, ficando assim, retidas e eluindo no final da corrida cromatografica. Ja as molé-
culas maiores nao entram nos poros da fase estacionaria eluindo em primeiro lugar;
Cromatografia quiral: é utilizada para separar enantiomeros numa fase estacionaria
quiral. A separacao é conseguida por acao de agentes derivatizantes formando-se di-
asteromeros;

Cromatografia de particdo: a separacdo baseia-se na diferente particdo dos solutos en-
tre duas fases liquidas e, ocorre com base nas diferencas de solubilidade dos solutos
para a fase estacionaria. Nesta, as espécies mais retidas tém maior afinidade (solubili-
dade) para a fase estacionaria.

A técnica de HPLC é um método de cromatografia liquida de parti¢do, esta pode ser
dividida em (Domingos, M. C. R., 2011; SPECANALITICA, 2011):

Fase Normal (NP-HPLC): A cromatografia de fase normal é caracterizada por uma fase

estacionaria polar (habitualmente silica gel) e a fase moével apolar (solvente organico).



Nesta técnica os compostos mais apolares eluem em primeiro lugar, sendo que os
compostos polares sdo atraidos para a fase estacionaria e acabam retidos nesta.

— Fase Reversa (RP-HPLC): A cromatografia de fase reversa ou inversa, tem uma fase es-
tacionaria apolar e uma fase moével polar (normalmente uma mistura de solventes or-
ganicos e uma solucdo aquosa). Neste caso, as moléculas apolares ficam retidas na
coluna, pelo que compostos mais polares tendem a eluir em primeiro lugar.

De acordo com Domingos, M. C. R. (2011), a cromatografia RP-HPLC é rapida, versatil
e bastante reprodutivel. Por esta razdo, neste trabalho experimental foi usado este método
cromatografico, devido as vantagens anteriormente apresentadas, e por ser capaz de analisar

compostos polares, como é o caso da molécula de cafeina (Figura 1.1. A).

1.6 Constitui¢do do aparelho de HPLC

De uma forma geral, a amostra € injetada no injetor, entra no sistema e vai ser impul-
sionada pela bomba juntamente com o solvente (fase mével) até a coluna (fase estacionaria)
onde ocorre a separacao das moléculas da amostra, fazendo com que cheguem em diferentes
tempos ao detetor. No final, o sinal obtido no detetor é transformado num cromatograma pelo
software acoplado a este aparelho cromatografico (Corte, A. B. P., 2021). O equipamento é

assim constituido pelas seguintes partes presentes na Figura 1.3:

Choromatography Data System
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Column | Injection mixing valve
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Figura 1.3 - Esquema representativo do equipamento de HPLC. Fonte: https://www.dctech.com.br/problemas-na-

bomba-no-injetor-ou-no-detector-hplc-como-identifica-los-e-resolve-los/. Acedido a 2 de fevereiro de 2023.

1.6.1 Injetor

Os injetores podem tanto ser manuais, como automaticos (Figura 1.4).
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Figura 1.4 - Figura ilustrativa de um injetor manual (A) e injetor automatico (B) de Hitachi High Performance Li-
quid Chromatograph. Fonte: HITACHI, 2012.

Nos injetores manuais, as inje¢des sao feitas manualmente com o auxilio de microse-
ringas. Desde o final dos anos 1970 que o injetor compacto é o mais usado para este proposito,
este é constituido por uma valvula de seis portas e duas posi¢gdes com um rotor, um loop (que
pode ser alterado consoante o volume de amostra que se pretende analisar) e, uma porta de
agulha de carregamento frontal, como podemos observar na Figura 1.5 (a). Em primeiro lugar
injeta-se a amostra, com o auxilio da microseringa e, permitindo que toda a amostra seja trans-
ferida para o loop sob pressao atmosférica, posteriormente o rotor € girado manualmente por
uma manivela, enquanto a ponta da agulha ainda esta na entrada, e a amostra é entregue
(Figura 1.5 (b) e (c)) (Steiner, F. et al, 2019).

(a) Manual injection valve sample loop
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. Needle Port
~—Ssample Plug

toan Tample
Figura 1.5 - Representacdo grafica do injetor manual. Fonte: Steiner, F. et a/, 2019.
Ja os injetores automaticos, tal como o nome indica, sdo dispositivos que automatizam
a introdugdo de uma amostra na coluna de HPLC. Um amostrador automatico de HPLC nor-
malmente compreende um compartimento de armazenamento de amostra com um injetor,

consistindo numa valvula, um dispositivo de dosagem ou medi¢do de amostra e uma agulha
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de amostragem movel. O que gera resultados com grande precisdo e confiabilidade a longo

prazo (Steiner, F. et a/, 2019).

1.6.2 Bomba

As bombas de HPLC (Figura 1.6), muitas vezes denominadas de "solvent delivery sys-
tem" (sistemas de entrega de solvente), séo usadas para fornecer um fluxo de fase movel para

a coluna de HPLC (Shoykhet, K., et a/, 2019).
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Figura 1.6 - Esquema representativo do mecanismo da bomba de HPLC. Fonte: HITACHI, 2012.

As bombas de alta pressao de um sistema de HPLC tém bastante influéncia no que diz
respeito ao resultado cromatografico, isto porque a precisdo e a estabilidade a longo prazo da
entrega do eluente, pela bomba, vao afetar o tempo de retencdo e, com ele, a reprodutibili-
dade dos resultados obtidos nos cromatogramas (Kromidas, S., 2017) pelo que, garantir que a
pressao se encontra constante ao longo da corrida cromatografica é um passo importante para

garantir resultados com reprodutibilidade.

1.6.3 Sistema de eluicdo

A eluicao pode ser em gradiente, ou isocratica. Para os sistemas de eluicdo em gradi-
ente, o tempo de analise é encurtado pelo uso de diferentes composi¢des na fase mével ao
longo da corrida cromatografica, podendo esta alteracao ser feita continuamente ou gradual-
mente. Ja nos sistemas de elui¢do isocratica a composicao da fase movel ndo é alterada, pelo

que € usada a mesma composi¢ao durante a corrida (Macherey-Nagel, n.d.).
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1.6.4 Coluna cromatografica

As colunas cromatograficas vao conter a fase estacionaria, que vai assim permitir a de-
composicao das amostras, e a seu consequente partilha com a fase mével. A coluna a usar,
dependera da escolha da fase estacionaria e da polaridade pretendida, se o objetivo for usar
a técnica de RP-HPLC, é usada uma fase estacionaria apolar/ndo polar, com uma coluna do
tipo C8 (octilsilica), C18 (ODS ou Octadecilsilica) ou fenil. Se for usada a técnica de NP-HPLC,
sera necessaria uma coluna polar do tipo ciano (CN), amina ou diol (Domingos, M. C. R, 2011;
SPECANALITICA, 2011).

1.6.5 Pré-coluna

A pré-coluna é um dispositivo que se encontra antes da coluna cromatografica com o
intuito de saturar o eluente, impedindo assim o seu arrastamento pela coluna, e servindo ao
mesmo tempo como um filtro a contaminantes e particulas. E importante referir que a pré-
coluna deve ter as mesmas caracteristicas que a fase estacionaria usada (Domingos, M. C. R,
2011). Sendo que o uso deste tipo de equipamentos proporciona um aumento do tempo de

vida das colunas, sem alteracdo dos resultados cromatograficos (Gongalves, A. F. D. J., 2014).

1.6.6 Forno da coluna

O forno da coluna € necessario para manter a temperatura da fase estacionaria cons-
tante. A temperatura é um parametro importante na separacdo e deve ser controlado para a
obtencdo de resultados reprodutiveis, ja que alteracdes de temperatura na coluna afetam o
grau de separacao de diferentes amostras, o forno da coluna permite assim efetuar as analises

a temperaturas constantes (HITACHI, 2012).

1.6.7 Detetores

Os detetores sdo usados para a detecdo dos componentes eluidos da coluna, estes
encontram-se associados habitualmente a dispositivos eletrénicos que detetam um sinal e en-
viam a um processador (Domingos, M. C. R, 2011). Os detetores de UV/UV-VIS sdo os mais

usados, no entanto existem outros tipos como o "Diode Array Detector" (DAD), no qual é
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possivel obter simultaneamente dados de tempo, absorbancia e comprimento de onda (HITA-

CHI, 2012).

Mas podemos ter outros tipos de detetores, nomeadamente aqueles presentes na Tabela

1.1

Tabela 1.1 - Tipos de detetores de cromatografia liquida. Fonte: HITACHI (n.d) (2).

Tipo de Detetor

Informagdes

uv

Detetores de Fluorescéncia

(Fluerescence (FL) detector)

Detetor de indice de refra-
¢ao diferencial
(Differential refractive in-
dex (RI) detector)

Detetor de Condutividade
(Condutivity detector)

Nos detetores de UV, a fonte de luz é uma Lampada de Deutério (D2), estes sdo usados com
a principal funcdo de detetarem componentes com um comprimento de onda de absorcao
de, mais ou menos, 400 nm na regido do ultravioleta.

Os detetores de UV-Vis usam 2 Lampadas, uma de Deutério (D2) e outra de Tungsténio (W)
que sdo usadas como fonte de luz, de acordo com o comprimento de onda escolhido, entre
os 190 e os 380 nm. Este detetor é eficaz na detecdo de compostos colorimétricos, ja que
tem cobertura na regido da luz visivel.

Nos detetores de DAD, matrizes de fotodiodos (dispositivos semicondutores) sdo usadas na
unidade de dete¢do, que deteta a absor¢do na regido UV para VIS. Enquanto um detetor de
UV-VIS tem apenas uma seccdo de rece¢do de luz do lado da amostra, um DAD tem varias
matrizes de fotodiodos para obter informacdes numa ampla gama de comprimentos de onda
ao mesmo tempo, sendo uma vantagem.

A ideia é que os espetros sejam medidos em intervalos de 1 segundo, ou menos, durante a
corrida cromatogréfica por HPLC. Se o ensaio for realizado num comprimento de onda fixo,
os componentes sdo identificados pelo seu tempo de retencao (tr).

Este tipo de detetores foram desenhados para detetar substancias fluorescentes com alta
sensibilidade, ja que estas substancias absorvem luz para atingir um certo nivel de energia e
depois emitem luz para retornar ao seu nivel original. Tal substancia tem comprimentos de
onda especificos de luz que absorve (comprimentos de onda de excitagcdo) e emite (compri-

mentos de onda de emissao.

Estes detetam a alteragdo no indice de refracdo, no entanto, componentes que nao absorvem

luz ultravioleta podem ser detetados apesar da sua baixa sensibilidade.

Neste tipo de detetores ides inorganicos, e pequenas substancias organicas, incluindo acidos
organicos e aminas, sdo detetados através da monotorizacdo da sua condutividade. O dete-
tor de condutividade é altamente sensivel, mas muito suscetivel ao efeito da variacdo de
temperatura (uma mudanca de 1°C na temperatura da solu¢do causa uma mudanca de apro-
ximadamente 2% na condutividade elétrica). Varios métodos para evitar variagdes de tempe-

ratura foram desenvolvidos, como células de temperatura constante.
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1.6.8 Sistema de aquisi¢ao e controlo

Os sistemas de aquisi¢ao e controlo fornecem registos dos dados analisados na corrida

cromatografica como cromatogramas, retas de calibracao, etc., sendo adquiridos com o auxilio

de um software acoplado ao aparelho de HPLC. Habitualmente a concentracdo de cada com-

ponente detetado é calculada a partir da area ou altura do pico correspondente nos cromato-

gramas, com o auxilio das retas de calibragdo (HITACHI, n.d. (1)).

1.7 Boas praticas na utilizagdo do HPLC

O HPLC é um dispositivo caro e cuja manutengao é dispendiosa, como tal foram apli-

cadas algumas regras basicas o durante o uso deste aparelho (Macherey-Nagel., n.d.; Marqués,
A. 1, 2015; Costa, D., 2021)):
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Limpar sempre o equipamento quando se coloca a correr uma nova amostra;

Fazer lavagens do sistema regulares e seguindo as recomendacdes do fabricante;
Manter aditivos agressivos ou de precipitacao longe da coluna (ex: sais, acidos, poli-
meros);

Manter o pH dentro dos limites para razdes de seletividade;

Ndo usar temperaturas mais elevadas que o necessario;

Evitar pressdes extremas ou repentinas e verificar a pressao da coluna, ja que se a pres-
sao for baixa pode indicar uma fuga no sistema e, por outro lado, se for detetada uma
pressao elevada, pode existir uma obstrug¢dao no sistema;

Filtrar as fases moveis com sistema de filtracdo a vacuo para remover particulas em
suspensao (para sistemas convencionais com pressao até 600 Bar utiliza-se normal-
mente filtros com membrana de 0,45 pm), ja que a filtracdo evita problemas de entu-
pimento do sistema, para além de prolongar o tempo de vida dos equipamentos;
Desgaseificar as fases moveis com banho de ultrassons, ja que este processo evita e
previne que haja bolhas de ar no cromatografo que possam afetar a reprodutibilidade
dos resultados. Caso nao seja efetuada a desgaseificacdo, bolhas de ar tém a possibili-
dade de alcancgar o detetor e provocar oscilagdes na linha de base;

Trocar regularmente as garrafas das fases moveis, mesmo sendo usada a mesma fase
movel regularmente e, em especial para fases moveis que tém uma percentagem ele-

vada de agua. Caso ndo seja trocada, a agua comega a ficar turva e pode ocorrer o



desenvolvimento de bactérias e outros microrganismos que podem prejudicar a ana-
lise;

— Evitar o uso de agua a 100%, para evitar o crescimento de microrganismos na coluna;

— Nao usar o dispositivo se 0s reagentes estiverem vazios, e verificar periodicamente se
tém os niveis necessarios para a corrida cromatografica, também nao é aconselhavel
deixar as garrafas de fase movel sem tampa para evitar contaminacdes e evaporacgao
de solventes toxicos e volateis;

— Inspecionar o sistema regularmente para fugas;

— Purgar o sistema com solvente organico no final do uso do aparelho e sé depois des-
liga-lo, evitar deixar agua na coluna, ja que esta promove o desenvolvimento de mi-
crorganismos.

Estas regras devem ser respeitadas ao maximo para prolongar o tempo de vida dos
aparelhos de HPLC.
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1.8 Conceitos cromatograficos

Relativamente a demonstracdao cromatografica, apresentam-se agora alguns conceitos

teoricos. Na Figura 1.7, apresenta-se um esquema representativo de um cromatograma para
ajudar na explicacao desses conceitos.
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Figura 1.7 - Cromatograma ilustrativo. Adaptado de: Deepak (2013) em https://lab-training.com/how-to-read-a-
chromatogram/. Acedido a 24 de janeiro de 2023.

Legenda, onde (Macherey-Nagel., n.d.):

to = tempo morto, é o tempo requerido para uma substancia inerte para atravessar toda a coluna croma-
togréfica, isto permite identificar fugas e se o sistema esta a trabalhar normalmente

t' = tempo de retencdo liquido, é o tempo que a amostra fica retida na fase estacionaria

tr = tempo de retencdo, corresponde ao tempo que é necessario para uma amostra migrar desde o inicio
da coluna (pelo injetor) e o fim da coluna (no detetor)

— w = largura do pico

A = medida da largura, a altura de 10% do pico, do extremo esquerdo até meio do pico

B = medida da largura, a altura de 10% do pico, do meio até ao extremo direito do pico

Para além dos parametros apresentados na Figura 1.7, como o tempo de retencao,
tempo morto, etc. E possivel fazer a identificacdo de outros componentes como o fator de
capacidade, k' que é obtido pela expressao 1.1 (Macherey-Nagel., n.d.):

1.1

t, —to
to

k' =
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O fator de capacidade é usado para ajudar a avaliar se um pico dara resultados repro-
dutiveis e lineares ao longo do tempo. Isto garante que pequenos erros na fase mével nao
tenham grande impacto no tempo de retengdo ou na resposta do pico (Waters, 2021).

A retencdo seletiva ou fator de separagdo, «, descreve a habilidade de um sistema cro-
matografico de discriminar dois compostos (ex.: composto 1 e 2), e é dada pela formula 1.2

(Macherey-Nagel., n.d.):
1.2

O numero de pratos teoricos (N) caracteriza a qualidade de uma coluna cromatografica

e os seus fenomenos de transferéncia de massa. J& que valores elevados de N qualificam a

nossa coluna para separar misturas complexas. Este parametro é de seguida apresentado em
1.3 (Macherey-Nagel., n.d.):

13

tr1)?
N =16 (—)
w
A altura do prato tedrico, h, é o comprimento no qual o equilibrio cromatografico entre
a fase estacionaria e a fase movel foi ajustado uma vez. Este parametro depende do tamanho

da particula, velocidade do fluxo, viscosidade da fase movel e a capacidade de empacota-

mento. Sendo expressa em 1.4 (Macherey-Nagel., n.d.):
14

L
h = HEPT = N
Onde L é o comprimento da coluna e N é o niumero de pratos tedricos. Neste caso é
desejado um nimero mais baixo possivel para h, ja que N é desejado que seja um valor elevado
(Macherey-Nagel., n.d.).

A simetria dos picos sera dada a distancia de 10% da altura do pico, este parametro é

dado pela expressao 1.5 (Macherey-Nagel., n.d.):
1.5

Simetria = —
A

Idealmente esta simetria deve ser igual a 1, ja que é suposto A=B, no entanto alguns
fendbmenos podem levar a que ocorra valores superiores a 1, no qual B é superior a A, indicando
que ocorre "peak tailing”, um género de arrastamento final do pico. Se a simetria for inferior a

1, A serd superior a B, e como tal da-se um alargamento frontal no pico. Estes alargamentos
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podem ocorrer simplesmente devido a saturacdo da coluna, ou ao uso de temperaturas no
forno inadequadas para a coluna de silica, 0 que pode provocar a sua degradagao e levar a

estes erros (Macherey-Nagel., n.d.).

1.9 Validag¢do de Métodos e a sua importancia no contexto da

analise de matrizes alimentares

Para a validagdo de um método experimental existem varias regras que devem ser tidas
em consideragdo para termos provas suficientes para indicar e verificar, que o método experi-
mental cumpre os objetivos definidos. Estes objetivos podem variar dependendo do uso pre-
tendido para o procedimento analitico em estudo e da tecnologia especifica selecionada para
tal (ICH, 2022).

A validagdo é um processo fundamental em laboratoérios quando querem obter resulta-
dos crediveis e com qualidade (Relacre, 2000).

Os métodos de ensaio sao os procedimentos técnicos definidos para a realizagdo de um
ensaio e, podem ser (Relacre, 2000):

— Métodos Normalizados: Este tipo de métodos de ensaio seguem uma norma que é

reconhecida pela comunidade laboratorial nacional ou internacional;

— Métodos Internos: Referem-se métodos de ensaio que ndo seguem uma norma de en-

saio, no entanto incluem-se métodos adaptados/modificados de conteddo derivado

de normas, mas ndo as seguindo na integra.

Estes métodos de ensaio estdo sujeitos a diferentes manipula¢des pelo que, a acumu-
lagdo de erros, tanto sistematicos, como aleatorios, podem alterar o resultado de forma signi-
ficativa, pelo que, a validagao sera um processo fundamental, especialmente para laboratérios,
quando se pretende obter resultados crediveis e com qualidade (Relacre, 2000).

O método experimental em discussao nesta validacdo, teve por base a metodologia
exposta na ISO 20481:2008, pelo que se trata de um método normalizado. E importante referir
que a ISO é a Organizacao Internacional para a Normalizacdo, que tal como o nome indica, €
responsavel por expor documentos que descrevam a melhor forma de realizar um determi-
nado tipo de ensaio. Estas normaliza¢des sao internacionalmente avaliadas em concordancia

por varios especialistas internacionais (I1SO, n.d.).
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Segundo o Guia Relacre (2000) os requisitos minimos para a validagdo de métodos
internos de ensaio dependem do tipo de metodologia a aplicar, habitualmente compreendem
o estudo e conhecimento dos parametros seguintes: gama de trabalho/linearidade, limiares
analiticos (de detegdo e quantificacdo), sensibilidade, precisdo e exatidao. Para analises quali-
tativas, o limite de quantificagdo, a precisdo, a exatiddo e a linearidade/gama de trabalho nao
serao importantes, apenas o limite de detecao, a seletividade/especificidade e a robustez serdo
pontos importantes na validagdo. No entanto, em analises quantitativas todos os parametros
mencionados anteriormente serdo importantes, no entanto, conforme referido anteriormente,
cabe a cada laboratorio definir quais os parametros a incluir no plano de validagédo (Relacre,
2000).

Este estudo de validagdo é realizado para um método normalizado, no entanto, os pa-
rametros descritos no Guia Relacre para a validacao de métodos internos devem ser apresen-

tados e estudados.

1.9.1 Seletividade/Especificidade

A seletividade sera o primeiro passo no desenvolvimento e validacao de um método e
deve ser reavaliada continuamente durante a validacédo e subsequente uso do método, ja que
algumas amostras podem sofrer degradacao, gerando compostos que nao foram observados
inicialmente podendo coeluir com a substancia em estudo (Ribani, M. et at, 2004).

A especificidade ou seletividade é a capacidade de um método identificar e conseguir
distinguir um analito em particular, numa mistura complexa sem a interferéncia de outros com-
ponentes. Esta caracteristica vai depender do método utilizado e do tipo de compostos a ana-
lisar (Relacre, 2000).

A seletividade pode ser obtida de varias maneiras, habitualmente faz-se uma compa-
racdo da matriz sem qualquer substancia de interesse, com a mesma matriz, mas desta vez
"contaminada" com a substancia padrdo, isto serve para verificar se nenhum interferente elui
no tempo de retencdo da substancia de interesse (Ribani, M. et at, 2004).

Assume-se que um método é especifico quando permite discriminar o analito relativa-
mente a outras substancias, eventualmente presentes na amostra a analisar. Pelo que, o estudo
de outras substancias interferentes, eventualmente presentes na amostra é importante e para
tal deve ser usado uma amostras complexa (multicompetente) (Relacre, 2000).

Para avaliar as interferéncias poder-se-a realizar um teste de recuperagao utilizando
uma série de amostras, com a mesma matriz, em que apenas varia a concentra¢do do analito

em proporcdes bem conhecidas e ao longo de toda a gama de trabalho. E importante referir
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que as amostras devem ser analisadas em duplicado e em condi¢des de repetibilidade. Um
método analitico pode ser considerado aplicavel (especifico e seletivo) quando na pratica, e
apos a realizacao de testes de recuperacao, se verificar que as taxas de recuperagdo sao pro-
ximas de 100% (Relacre, 2000).

1.9.2 Quantificacdo

1.9.2.1 Curvas de calibragdo

Para as analises quantitativas, como é o caso do método experimental a desenvolver
neste trabalho, é necessario a obtencao de um modelo de calibracdo adequado que nos rela-
cione a resposta obtida pelo método, com a concentracdo, ou uma quantidade de substancia
conhecida (Relacre, 2000). A resposta pode ser demonstrada diretamente com o uso de uma
substancia padrao (por exemplo, por diluicdo de uma solucado stock) (ICH, 2022).

A calibracao processa-se do seguinte modo: sdo preparadas solu¢des padrao (com
concentragdes conhecidas do analito a dosear) que depois sdao analisadas no equipamento
analitico nas mesmas condicdes em que se irdo analisar as amostras em estudo. No final esta-
belece-se um grafico de calibragdo (entre o sinal do equipamento em funcdo da concentracao
conhecida) e determina-se a concentracdo do parametro nas amostras, com o uso desses da-
dos (Relacre, 2000).

Algumas consideracdes importantes aquando da construcdo da curva de calibragdo: é
desejavel que esta seja efetuada quando haja uma qualquer analise de amostras, e devem
existir critérios para aceitagdo das curvas de calibragao relativos a linearidade e a estabilidade
entre calibragdes, definidos internamente. Quando nao for efetuada a curva de calibragdo di-
aria, para cada série de amostras, o Laboratorio deve definir um processo para verificacao da
validade da curva usada, face a critérios de aceitacao de desvios (ex.: evidenciar a sua estabili-
dade através de um histérico de curvas de calibracao); O branco de calibracdo (solucado com
todos os reagentes, com excecao do analito a analisar) é muitas vezes diferente de zero e deve
ser incluido na curva de calibracdo, quando aplicavel (Relacre, 2000).

Neste trabalho sera usado o método dos minimos quadrados, no qual o eixo vertical
(eixo y) ird representar a resposta instrumental do equipamento e, o eixo horizontal, (eixo x)
representarad as concentragdes dos padrdes, uma vez que se assume que 0s erros associados

aos valores de x sdo desprezaveis face aos de y (Relacre, 2000). Os resultados dos testes devem
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ser avaliados por métodos estatisticos apropriados (por exemplo, pelo célculo da linha de re-
gressao linear). Deste grafico é obtido o coeficiente de correlagdo ou coeficiente de determi-
nacdo (R?), no qual quando (ICH, 2022; de Lima, L. K. R et a/, 2022):

e R?=1:Todos os pontos observados situam-se exatamente sobre a reta de regres-
sao (ajuste perfeito), ou seja, as variagdes de y sao 100% explicadas pela variacao
dos x's através da funcao especificada, ndo havendo desvios em torno da fungado
estimada;

e R? = 0: Conclui-se que as variacbes de y sdo exclusivamente aleatdrias e a intro-
ducado das variaveis x's no modelo ndo incorporara informacao alguma sobre as
variagdes de y, ndo sendo observada linearidade.

Para o estabelecimento deste tipo de procedimentos é aconselhado o uso minimo de
cinco concentragdes padrdao (ICH, 2022) e, aconselhados dez pontos distribuidos de igual
modo na gama de concentracdes (Relacre, 2000). No procedimento experimental em avaliacdo
neste trabalho sera realizada uma curva de calibragdo com padrdes stock de cafeina para uma
gama de concentracdes elevadas (café regular/normal) e baixas (café descafeinado) com o uso

de seis pontos de concentracdes diferentes.

1.9.2.1.1 Gama de trabalho

A gama de trabalho corresponde ao intervalo entre o valor superior e inferior de con-
centracOes, da substancia em estudo, usado para avaliar a precisdo e exatiddo do método
(Fernandes, M. D. S., 2016; Ribani, M. et at, 2004).

Segundo o guia relacre quando se utiliza uma metodologia que envolve o tracado de
uma cuva de calibragdo, a gama de trabalho pode ser avaliada pelo teste de homogeneidade
das variancias, recomendando-se o uso da norma ISO 8466-1.

De acordo com a norma ISO 8466-1, para modelos de calibracao lineares, sdo reco-
mendados dez pontos de calibragdo, ndo devendo ser em numero inferior a cinco, distribu-
indo-se de igual modo na gama de concentraces. Sendo que, devem ser analisados, o pri-
meiro e o ultimo padrao em 10 réplicas independentes (Relacre, 2000).

No teste de homogeneidade das variancias, neste teste sdo determinadas as variancias

associadas ao primeiro (S7) e Ultimo (SZ,) padrao através das equacdes 1.6 e 1.7 (Relacre, 2000):
1.6

B 21— 7)?

SZ
1 Tli—l

Na qual:
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1.7

i

10
Zj—l Vi.j
n;

Sendo que: i - o nimero do padrdo; j - o numero de repeticdo efetuadas para cada
padrao; ¥ - média aritmética dos valores do sinal instrumental; y - valores do sinal instrumen-
tal.

As variancias sao estudas para examinar se existem diferengas significativas entre elas,
nos limites da gama de trabalho, efetuando-se o calculo do valor experimental (PG), pelo teste

PG (Fernandes, M. D. S., 2016; Relacre, 2000) segundo a equacgao 1.8:
1.8

S2
PG = S—‘z
j

Na qual: S? devera ser o maior valor de variancia calculada e S? o de menor variancia.

Estes valores de PG sao depois comparados com valores tabelados da distribuigao F de
Snedecor/Fisher, para n-1 graus de liberdade e para um intervalo de confianca de 99% (Fer-
nandes, M. D. S., 2016; Relacre, 2000).

Se for verificado que: PG <F, significa que existem variancias nao significativas e a gama
de trabalho esta bem ajustada, no caso de PG >F existem diferencas significativas e a gama de
trabalho deve ser reduzida até que a diferenca entre as variancias relativas do primeiro e ultimo

padrao permitam obter PG < F (Relacre, 2000).

1.9.2.1.2 Linearidade

A linearidade pode ser avaliada através da representagdo grafica da fungdo juntamente
com a concentracao do analito, a partir deste é obtida a reta de calibracéo (do tipo y = mx +
b) e o coeficiente de correlacdo (R?). Este teste de linearidade deve ser bem interpretado, pois
os coeficientes de correlacdo sdao bons indicadores de correlacdo, mas ndao necessariamente
de linearidade (Relacre, 2000).

No método dos minimos quadrados, os coeficientes m e b ddo uma estimativa da ver-
dadeira fungédo que é limitada pela dispersdo inevitavel do método. A precisdo da estimativa é

quantificada pelo desvio padrao residual (Sy/x) da reta de regressao, este desvio padrdo indica

a dispersao em torno da curva de calibragdo e é dado pela formula 1.9 (Relacre, 2000) para N-

2 graus de liberdade:
24
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R M e R e
Y T N-2

Na qual: Sy/x- desvio padrao residual da reta de regressao; m - declive da reta; b -

ordenada na origem; x; - valores individuais de concentracao; y; - valores individuais do sinal
instrumental; N - nUmero de amostras ensaiadas.
Sendo que, a partir do declive (m) e da ordenada na origem (b) da reta de calibracgao,

pode ser determinada a concentracado do analito (x,) na amostra através de 1.10:
1.10

Yo—m
b

x0:

1.9.2.2 Limiares Analiticos do Método de Ensaio

1.9.2.2.1 Limite de Detecdo

De acordo com o guia de validacdo de métodos analiticos da Associagdo de Laborato-
rios Acreditados de Portugal, o limite de dete¢do é o teor minimo medido, a partir do qual é
possivel detetar a presenca do analito com uma certeza estatistica razoavel. Este limiar analitico
corresponde a mais pequena quantidade de substancia a analisar que pode ser detetada numa
amostra, mas nao necessariamente quantificada como valor exato (Relacre, 2000).

Uma leitura inferior ao limite de detecdo ndo significara a auséncia do analito a medir,
no entanto pode afirmar-se que, com uma probabilidade definida, a concentracdo do compo-
nente a estudar sera inferior a um certo valor (Relacre, G., 2000).

Para o caso em que o método usado envolve a utilizagdo de uma calibracao linear este

parametro é obtido pela seguinte equacgdo 1.11:

33 * Sy, ]

m

L.D.=
Na qual: L.D. - limite de detecao; Sy - desvio padrao residual da curva de calibracao

(ver a equacao 1.9); m - declive da reta.

1.9.2.2.1 Limite de Quantificacdo
Ja o limite de quantificacao corresponde a menor concentracdo medida a partir da qual
é possivel quantificar o analito, com uma determinada exatidao e precisdo. Na pratica, corres-

ponde normalmente ao padrdo com a menor concentragao (excluindo o branco). Este limiar,
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apos ter sido determinado, deve ser testado para averiguar se a exatidao e precisdo conseguida
é satisfatéria. Através da passagem, em condi¢des de precisao intermédia, de uma série de
padrdes internos, cuja concentragdo € proxima ou igual ao limiar de quantificacao é possivel
avaliar essa exatidao e precisdo. O limite de quantificacdo (L.Q.) é usado frequentemente em
relatérios de ensaio, pelo que a sua identificagdo e quantificagdo deve ser feita de forma clara
(Relacre, G., 2000).

Quantitativamente, o L.Q., para um método que envolve a utilizagdo de uma calibragdo

linear, este é expresso pela equagao 1.12 (Relacre, 2000):

[10+ Sy, ]

m

L.Q.=

Onde: Sy - desvio padrao residual da curva de calibragdo (ver a equacao 1.9); m -

declive da curva de calibracao.

A atualizagdo dos limites (de Dete¢do e Quantificacao) deve ser efetuada sempre que
ocorrem alteracdes de fatores de influéncia tais como analistas, reagentes, equipamento, am-
biente, entre outros; ou sempre que se faz uma nova curva de calibragédo e, se utilize uma
calibracdo linear, podera ser feito um estudo ao longo do tempo e adotar como limites anali-
ticos a média aritmética dos limites de detecdo e de quantificacdo de uma série significativa

de curvas de calibracao, desde que se observe estabilidade nos valores de limiares obtidos.

1.9.2.3 Sensibilidade

A sensibilidade € uma caracteristica que avalia a capacidade de um método distinguir
pequenas diferencas de concentracdo de um analito. Assim a sensibilidade é definida como
sendo a derivada de primeira ordem da curva de calibragao nessa zona de concentracao. Se a
curva de calibragao for linear, a sensibilidade deve ser constante ao longo de toda a gama de

trabalho e igual ao declive da reta de calibracao (Relacre, 2000).

1.9.3 Precisao

A precisdo é um termo geral que pretende avaliar a dispersao de resultados entre ensaios
independentes, repetidos sobre uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, em

condices definidas. E importante salientar que sera mais realista estudar preferencialmente a
26
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precisao sobre amostras, para minimizar efeitos de matriz. Existem duas medidas extremas
para avaliar esta dispersdo, designadas por repetibilidade e reprodutibilidade (Relacre, G,
2000).

1.9.3.1 Repetibilidade

A repetibilidade exprime a precisdo de um método de ensaio efetuado em condigcdes
de repetibilidade (condi¢des idénticas de medicdo), ou seja, € a diferenga entre dois testes
independentes usando o mesmo método experimental, e com material idéntico no mesmo
laboratoério, por um Unico operador num curto espaco temporal. Esta ndo deve exceder os
limites de repetibilidade em mais de 5% dos casos, tendo uma repetibilidade de 95% (ISO
20481:2008; Relacre, G., 2000; Ribani, M. et at,, 2004).

Na pratica aceitam-se resultados de duas determinacdes efetuadas em condicbes de
repetibilidade se |X; — X;_1| < r. Caso a amplitude entre dois ensaio seja superior ao limite,
dever-se-a, numa primeira fase, fazer uma anélise critica e, caso seja necessario, recorrer a
repeticdo de ensaios segundo um plano assente em dados bibliograficos ou normas, nomea-
damente a norma ISO 5725-2 e ISO 5725-6 (Relacre, G., 2000).

Este parametro pode ser determinado através de ensaios interlaboratoriais ou a partir
de ensaios efetuados no proprio laboratério. Quando é para quantificar a repetibilidade do
método no proéprio laboratério efetuam-se uma série de medigdes, superiores a 10 (n > 10),
sobre uma mesma amostra ou padrdes, em condicOes de repetibilidade (Relacre, 2000).

Define-se o limite de repetibilidade (r), para um nivel de confianca de 95%, pela equa-

cao 1.13 seguinte (Relacre, 2000):
1.13

r=196%V2*S,;=28% /sﬁi

Onde: S,; - desvio padrao de repetibilidade associados aos ensaios considerados.

Se a repetibilidade for determinada por um método interlaboratorial, a estimativa da
variacdo (S%) pode ser determinada pela média ponderada das estimativas das variaces de w
analises estudadas nas condicOes de repetibilidade, sendo que para cada nivel de concentra-
¢ao i, é dada por 1.14 (Relacre, 2000):

1.14

P [y — 1)+ S2,]

Szi = D
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Na qual: S% - varidncia de repetibilidade associada aos resultados considerados para
cada laboratério; SZ; - variancia associada aos resultados considerados, para cada laboratério;
(nw; — 1) - graus de liberdade da série de analises; p - nUmero de laboratérios participantes.

Também pode ser obtido o coeficiente de Variacdo de Repetibilidade (CV;), para cada

nivel de concentracdes, expresso em percentagem e, dado pela formula 1.15 (Relacre, 2000):
1.15

S ;
CV, = — x 100
X

Onde: S,; - desvio padrao de repetibilidade; e x - média dos valores considerados.
Neste estudo a repetibilidade foi determinada por um método intralaboratorial, ou seja,
dentro do mesmo laboratério, como tal o desvio padrao de repetibilidade foi calculado do

seguinte modo, de acordo com um documento interno do CFPSA (CFPSA, n.d. (1)):
1.16

D=1 (X — x)?
(n—-1)

Onde: S,; - desvio padrdo de repetibilidade/variancia da repetibilidade associada aos

Spi =

resultados obtidos; x; - valores considerados; X - média dos valores considerados; n - n° de

ensaios.

1.9.3.2 Reprodutibilidade

A reprodutibilidade refere-se a precisao de um método efetuado em condi¢des de en-
saio diferentes esta é avaliada por meio de um ensaio interlaboratorial, ou seja, para obtencao
deste dado faz-se a diferenca entre dois testes usando o mesmo método experimental, mas
com diferentes equipamentos, operadores, em laboratoérios diferentes e/ou em épocas dife-
rentes (ISO 20481:2008; Relacre, G., 2000). De acordo com a ISO 20481:2008, o limite de repro-
dutibilidade nao deve ser exceder os 5% dos casos, para termos uma reprodutibilidade de 95%.

Pelo que este parametro determinara o grau de concordancia entre os resultados das
medi¢des de uma mesma amostra, efetuadas sob condic¢des variadas (mudanga de operador,
local, equipamentos, etc. (Ribani, M. et at, 2004).

O limite de reprodutibilidade (R) é avaliado com a seguinte equacao 1.17 (Relacre, 2000):
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1.17

R=1,96*2x*Sp =28+ /S,%i

Onde: S,; - desvio padrao de reprodutibilidade associada aos resultados considerados,
para cada laboratorio; S?,; - variancia de reprodutibilidade associada aos resultados conside-
rados, para cada laboratorio.

A reprodutibilidade de um método de analise é obtida a partir de ensaios interlaborato-
riais. Assim € enviada uma série de amostras aos laboratérios participantes, os quais realizam
ensaios sobre a mesma amostra, o valor da variancia associada a reprodutibilidade seréa calcu-
lado através de: S3; = S + S, sendo a variancia da reprodutibilidade a soma da variancia
interlaboratorial (S% - variancia dos erros sistematicos) e a variancia de repetibilidade (S? -
variancia dos erros aleatorios).

Neste estudo a reprodutibilidade foi determinada por um método intralaboratorial pelo
que, o desvio padréo de reprodutibilidade foi calculado do seguinte modo, de acordo com um

documento interno do CFPSA (CFPSA, n.d. (1)):
1.18

D=1 (X — ¥i)?
(n—1)

Onde: Sg; - desvio padrdo de reprodutibilidade; x; - valores considerados do operador

Sri =

1;; y; - valores considerados do operador 2; n - n°® de ensaios.
Também pode ser obtido o coeficiente de Variacao de Reprodutibilidade (CVy), expresso

em percentagem, é dado pela formula 1.19 (Relacre, 2000):
1.19

CVy = % X 100
Onde: Sg; - desvio padrdo de reprodutibilidade; e X - média dos valores considerados.
As duas medidas de dispersdo referidas anteriormente representam os extremos da va-
riabilidade de um método de ensaio, sendo a repetibilidade uma medida de variabilidade mi-
nima e, a reprodutibilidade uma medida de variabilidade maxima dos resultados. Entre estas
médias extremas, existe uma situagdo intermédia (Relacre, 2000), que se designa por precisao

intermédia, cuja denominacao sera descrita de seguida.
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1.9.3.3 Precisdo Intermédia

Dentro do parametro da precisdo ainda temos a precisao intermédia que se refere a
precisdo avaliada, sobre a mesma amostra ou padrdes, utilizando o mesmo método, no mesmo
laboratoério ou em laboratorios diferentes, mas definindo exatamente quais as condicdes a va-
riar, como por exemplo: o analista, os equipamentos e/ou os dias das analises. Isto para veri-
ficar que mesmo variando as condi¢des da analise o método fornecera os mesmos resultados.
Esta medida de precisdo representa a variabilidade dos resultados num laboratério e, como
tal, a mais aconselhavel de usar (Fernandes, M. D. S., 2016; Relacre, G., 2000; Ribani, M. et at,
2004).

Dependendo do ensaio e, do tipo de aplicagdo do estudo da precisdo intermédia, exis-
tem varios métodos para determinagdo e controlo desse parametro de qualidade, nomeada-
mente (Relacre, 2000):

— Cartas de Controlo de Amplitudes, que poderao ser aplicadas, entre outras, para
réplicas, para duplicados, de amostras e para padrdes estaveis ao longo do
tempo;

— Através da expressao:

t n
1
Sig = mZZ()’jk‘yj)z

j=1k=1

Sendo: Si(- desvio padrédo de precisdo intermédia (ex: se Si(ro), significa que o tempo
e os operadores foram diferentes); t - n® de amostras ensaiadas; n - n°® de ensaios efetuados
por amostra; j - n® da amostra (que vai de 1 a t amostras); k - n° do resultado obtido para a
amostra j (que vai de 1 a n); yj; - resultado individual (k) para a amostra jde 1 a t; y; - repre-
senta a media aritmética dos resultados da amostrajde 1 a t.

Pelo que, a determinagao da precisao intermédia é feita através da recolha de t valores,
de n ensaios de amostras ou padrdes e, segundo o Guia Relacre, é recomendado que o valor

de "t(n-1)" seja, pelo menos, igual a 15 (Relacre, 2000).

1.9.4 Exatidao

A exatiddo é o método analitico que define a proximidade dos resultados obtidos, em

relacdo ao valor verdadeiro, refere-se assim, ao parametro que verifica quao perto o valor
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experimental se encontra do valor tedrico ou aceitavel. A exatidao é calculada em percentagem

de recuperacéo pela formula apresentada em 1.20 (Perez, M. A. F., 2010).

1.20
Valor experimental

Exatidao (Recuperagao(%)) = Valor tebrico x 100

1.9.5 Robustez

O ultimo parametro de validacao trata-se da robustez, esta é usada para medir a
sensibilidade que o método apresenta face a pequenas variagdes. Um método diz-se ro-
busto se se revelar praticamente insensivel a pequenas variagdes que possam ocorrer
quando esta a ser executado (Relacre, 2000). Segundo Ribani, M. et at. (2004) em métodos
analiticos com o uso de HPLC, a robustez pode ser avaliada, por exemplo, variando o contetido
de metanol na fase movel em + 2%, o pH da fase mével em 0,1 unidades de pH ou a tempe-
ratura da coluna em + 5° C. Se estas mudancas estiverem dentro dos limites de exatidao, pre-
cisao e seletividade aceitaveis, entdo o método possui robustez e tais variagbes podem ser
incorporadas ao procedimento.

Este parametro deve ser avaliado numa fase final, quando os restantes parametros ja

se encontrem em analise no processo de validacdo do método de ensaio (Relacre, 2000).
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METODOLOGIA

2.1 CFPSA - Centro de Formacgao Profissional para o Sector Ali-

mentar

O Centro de Formagdo Profissional para o Sector Alimentar (CFPSA) (Figura 2.1) foi

criado a 24 de julho de 1984 através de um Protocolo celebrado entre o Instituto do Emprego

e Formacao Profissional, I.P. (IEFP, I.P.) e os seguintes outorgantes de natureza privada (CFPSA,
n.d. (4)):

ACIP — Associacdo do Comércio e da Industria de Panificagdo, Pastelaria e Similares;
ACCCLO - Associacao dos Comerciantes de Carnes do Concelho de Lisboa e Outros;
AIPAN - Associacao dos Industriais de Panificacdo, Pastelaria e Similares do Norte;
AHRESP — Associacao da Hotelaria, Restauracao e Similares de Portugal;

ARTOGEL - Associacao Portuguesa dos Geladeiros Artesanais (extinta em dez/2016);
SITESE - Sindicato dos Trabalhadores do Setor de Servicos.

CFPSA

CENTRO DE FORMACAD PROFISSIONAL PARA 0 SECTOR ALIMENTAR
Figura 2.1 - Logotipo do Centro de Formagao Profissional para o Sector Alimentar. Fonte:
https://www.cfpsa.pt/. Acedido a 2 de fevereiro de 2023.

O CFPSA € um organismo dotado de personalidade juridica de direito publico, sem fins

lucrativos, com autonomia administrativa e financeira e patriménio préprio, sendo gerido de
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forma tripartida entre representantes do IEFP, |.P., associagdes empresariais e uma associacdo
sindical. Atendendo ao seu Ato de Constituicdo, o CFPSA é um Centro Protocolar de Gestao
Participada, com natureza juridica de associacao publica de carater misto, publico e privado.
Tendo sede na Pontinha (Odivelas) e trés Delegacdes: Porto, Coimbra e Albufeira (CFPSA, n.d.
4).

Todo o trabalho apresentado nesta tese foi desenvolvido na sede do CFPSA da Ponti-
nha, nos Laboratérios de Ensaios Quimicos onde esta presente o aparelho de HPLC.

Relativamente ao Laboratorio de Ensaios (L.E.) este foi criado com o compromisso de
garantir um servico de qualidade na realizacdo de analises a produtos alimentares e que se
encontra acreditado pelo IPAC com o Certificado L0165 desde 1996, este garante ao cliente
um servico de Acompanhamento Permanente e de Alerta Rapido em caso de identificagdo de
patogénicos. No L.E. sdo também realizadas analises microbiologicas a alimentos e superficies,
a agua para consumo humano, a detergentes e desinfetantes e igualmente a qualidade do ar
(CFPSA, n.d. (6)). Na parte da Quimica sdo realizadas prestacdes de servi¢os para a determina-
¢do do valor caldrico, o que inclui analises a humidade, proteina, cloretos, entre outros, para a
obtencdo da Tabela Nutricional do produto em analise.

Ainda dentro do Laboratério de Ensaios, existe a producdo integral de Alcool Gel (So-
lucdo Antissética de Base Alcodlica), segundo a formulagdo aprovada e recomendada pela
OMS - Organiza¢do Mundial da Saude. Tendo sido este, um dos produtos de Higiene e Segu-
ranga, mais necessarios para a prevencao da proliferacdo da pandemia do COVID-19, Figura

2.2 (CFPSA, n.d. (2)).

GPs &

Figura 2.2 - Fotografia ilustrativa do Alcool gel comercializado no CFPSA. Fonte: CFPSA (n.d. (2)). Acedido a
24 de maio de 2023.
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Também existe a producdo do produto: Veodleo, Figura 2.3, um teste colorimétrico de
rapida utilizacao, facil interpretacao e com elevada fiabilidade dos resultados, concebido para
ser realizado por qualquer operador do setor alimentar, que testa a qualidade de 6leos de
fritura. Desde a publicacdo da Portaria 1135/95, que na fritura de géneros alimenticios, as gor-
duras e 6leos alimentares utilizados, ndo podem apresentar um teor de Compostos Polares
Totais superior a 25%. Pelo mesmo Diploma é igualmente proibida a comercializacao, por
qualquer agente econdémico, de alimentos em cuja fritura tenham sido utilizados 6leos nas
condicdes referidas. Para preservar a Saude Publica, cumprindo as normas de Higiene e Segu-
ranca Alimentar aplicaveis, o CFPSA criou este teste rapido que determina o nivel de deterio-

racao de um 6leo alimentar utilizado para fritar alimentos (CFPSA, n.d. (3)).

@

|
Figura 2.3 - Esquema ilustrativo do teste rapido comercializado no CFPSA, Vedleo. Fonte: CFPSA (n.d. (3)). Ace-
dido a 24 de maio de 2023.

O CFPSA também aposta na formacao de profissionais nas diferentes areas do setor
alimentar, nomeadamente o centro QUALIFICA é especializado no aconselhamento e encami-
nhamento de candidatos para ofertas de educacao e formagao profissional ou para o processo
de Reconhecimento, Validagado e Certificacdo de Competéncias (RVCC). As saidas profissionais
em que o Centro QUALIFICA do CFPSA desenvolve os seus processos de Certificacdo sao as
seguintes (CFPSA, n.d. (5)):

e Pasteleiro/a - Padeiro/a
e Técnico/a de Controlo de Qualidade Alimentar
e Operador/a de Preparacao e Transformacao de Produtos Carneos
e Técnico/a de Cozinha/Pastelaria
e Empregado/a de Restaurante/Bar
e Cozinheiro/a
e Técnico/a de Restaurante/Bar
Sendo que a parte experimental do curso de Técnico/a de Controlo de Qualidade Ali-

mentar é interligado com o L.E.
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Todo o trabalho apresentado nesta tese foi desenvolvido nos laboratoérios de analises
fisico-quimicas do CFPSA, no qual se encontra o equipamento de HPLC. Na apresentagado da
metodologia experimental, como nos resultados e discussao, serao apresentadas duas sec¢oes:

1. Na primeira seccdo toda a metodologia e os resultados obtidos para o método de
quantificagdo da cafeina.
2. Numa segunda seccao, apenas na metodologia, o trabalho extra desenvolvido no Cen-

tro.

2.2 Metodologia Experimental

A fase inicial do trabalho desenvolvido nesta tese, passou pela familiarizagdo com o
equipamento de HPLC, através de corridas cromatograficas de um método desenvolvido por
Marqués, A. I. (2015) para a "implementacao, otimizagdo e validacdo de um método analitico
de quantificacdo de acido benzoico em compotas e doces de fruta” no CFPSA. Foram realizadas
varias experiéncias para a obtencao de curvas de calibracdo, etc., pelo que toda a metodologia
e o trabalho experimental desenvolvido para tal, encontra-se exposto no Apéndice A.

No proximo ponto sera apresentada toda a metodologia para a determinagdo do teor

de cafeina em géneros alimenticios.

2.2.1 Método para a quantificagdo da cafeina

Para o desenvolvimento deste trabalho foi usada a norma I1SO 20481:2008 que apre-
senta um método de referéncia para determinagdo do conteddo de cafeina, com o uso da
técnica de HPLC, em café (café verde, café torrado, café soluvel e descafeinado) e produtos
contendo café (como chicodria e preparados de cappuccino). Neste principio é indicado que a
cafeina sera extraida das amostras com agua a 90°C e, na presenca de 6xido de magnésio.
Depois ocorre a filtracdo e o conteido em cafeina é determinado por HPLC numa coluna de

RP-18, com eluigao isocratica com detecao por UV a 272 nm.

2.2.1.1 O aparelho de HPLC
O aparelho de HPLC usado foi o da marca HITACHI High-tech GLOBAL e, encontra-se

equipado com um detetor de UV (1410 UV detector), neste trabalho regulado para os 272 nm;
uma bomba (1110 Pump) e um forno (1310 Column Oven) (Figura 2.4).
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Figura 2.4 - HITACHI Hight-Tech GLOBAL. Fonte: HITACHI, 2012.

2.2.1.2 Software

O aparelho de HPLC usado neste projeto veio instalado com o aparelho e denomina-
se de Primaid System Manager, "Chromatography Data Station Software (CDS)", é intitulado
de intuitivo, de uso facil e acessivel; 6timo para experiéncias escolares, trabalhos de investiga-

¢do e uso rotineiro por profissionais de laboratério (HITACHI, 2012).

2.2.1.3 Coluna cromatografica

A coluna cromatografica usada foi a Purospher STAR RP-18e da Merck Milipore consti-
tuida por uma fase C18 (base de silica com cadeias alquilicas lineares com 18 carbonos) tam-

bém conhecida como octadecil (ODS).

2.2.14 Fase movel

Para a fase movel polar foi usado Metanol préprio para HPLC (MeOH) (HiPerSolv
CHROMANORM® ACS da VWR: Chemicals 85681.290) a 24%. Para tal foram transferidos 240
mL de metanol para um frasco volumétrico de 1L, adicionada agua para HPLC, até perfazer a
marcacao. No final a solugdo foi filtrada por filtro de membrana de 0,45 um e desgaseificada

num banho de ultrassons.

2.2.1.5 Solugdes Padrao de Cafeina

2.2.1.5.1 Solugédo Stock
O Padrdo de Cafeina (CgH10N4+O2; MW - 194,19 g/mol) foi adquirido em anidro puro da
SIGMA-ALDRICH (C1778-1VL), deste foram pesadas aproximadamente 0,200 g para um baldo
volumétrico de 1L. Posteriormente foi adicionada agua quente para HPLC até meio do baldo,
agitou-se a solucdo para dissolver o padrao de cafeina e, deixou-se arrefecer a temperatura

ambiente. No final foi adicionada agua para HPLC e a amostra foi guardada a +4°C durante 1
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més num frigorifico. Esta solu¢do correspondia a concentracdo de 200 mg/L, conforme ilus-

trado na Figura 2.5.

2.2.1.5.2 Solugdo Padrdo diluida para café normal
Para as amostras padrdo de café foi usada a solucao Stock de Cafeina, desta foram
retirados 50 mL com o auxilio de uma pipeta volumétrica, de escorrimento total, para um baldo
de 250 mL. Posteriormente foi adicionada agua para HPLC, agitou-se e usou-se a amostra
diariamente, ja que esta deve ser preparada todos os dias em que sera utilizada. Esta solucao
correspondia a concentracao de 40 mg/L, conforme ilustrado na Figura 2.6.
Para as restantes solu¢des padrao, prepararam-se diariamente, realizando-se dilui¢cdes

da solucdo Stock para atingir a concentracao desejada.

2.2.1.5.3 Solugdo Padrao diluida para descafeinado
Para as amostras padrdo de descafeinado foram retirados 5 mL com o auxilio de uma
pipeta volumétrica, de escorrimento total, para um baldo de 250 mL. Posteriormente foi adici-
onada agua para HPLC, agitou-se e usou-se a amostra diariamente, ja que esta deve ser pre-
parada todos os dias em que sera utilizada. Esta solugdo correspondia a concentragdo de 4

mg/L, conforme ilustrado na Figura 2.6.

2.2.1.6 Preparagdo das amostras

No procedimento experimental da ISO 20481:2008 é especificado o procedimento de
preparacao de amostras de café verde e torrado, assim como café soluvel e bebidas em po.
No entanto, como ¢é dispendioso adquiri moinhos de café e café em grao, foi definido que as
amostras a analisar seriam apenas de preparados em pé ou cafés sollveis. Ja para o procedi-
mento para o cha e bebidas, foi sequido o procedimento de Mariano (2018), que usa uma

metodologia semelhante, com MgO para a quantificacdo de cafeina em bebidas.

2.2.1.6.1 Café Verde e Café Torrado
Para cafés em grdo foi necessario triturar as amostras como auxilio de um moinho de
café. Posteriormente o café triturado foi selecionado numa peneira de 630 um. Foram pesadas

1 g das amostras trituradas e transferidas para um baldo volumétrico de 250 mL.
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2.2.1.6.2 Café Soluvel e bebidas em p6
Nao foi necessario fazer qualquer procedimento de moagem. Foram pesadas 0,5 g das

amostras e transferidas para um baldo volumétrico de 250 mL (Figura 2.7).

2.2.1.6.3 Bebidas
As bebidas gaseificadas foram ao banho de ultrassons para desgaseificar e retirar todo
0 gas, aquelas que ndo tinham géas ndo necessitaram de qualquer preparacao prévia. No final

foram retirados 20 mL das amostras liquidas para um baldo de 100 mL (Figura 2.8).

22.1.64 Cha
Uma saqueta de cha preto aromatizado com frutos vermelhos (1 saqueta = 1,8 g de
cha) foi colocada em 200 mL de agua a ferver segundo as instru¢des da embalagem e deixada
em repouso durante 2 a 5 minutos. Dessa amostra foram retirados 50 mL para um baldo volu-
métrico de 100 mL e seguido o passo seguinte da extragdo para o volume de 100 mL em vez
de 250 mL (Figura 2.9).

2.2.1.7 Extragdo da cafeina

Preparadas as amostras no ponto 2.2.1.5, foram adicionados 5 g de Oxido de Magnésio
(MgO de alta pureza da Merck 105867) e 200 mL de agua para HPLC nos baldes volumétricos
de 250 mL anteriormente mencionados (conforme ilustrado na Figura 2.7). Os baldes foram
colocados num banho de agua quente e, posteriormente esperou-se que a solu¢do atingisse
os 90°C; continuou-se a aquecer o baldo no banho durante 20 min, sendo que a amostra foi
agitada e mexida ocasionalmente. No final os bal6es foram deixados a arrefecer até atingirem
a temperatura ambiente, quando o volume de agua diminuiu foi adicionada agua para perfazer
o volume final.

Depois a amostra foi deixada em repouso para os solidos sedimentarem; algumas
amostras sofreram um processo de centrifugagdo, na Rotofix 32 A da Hettich, durante 10 min
na velocidade maxima (40 RPM/RCFx100) por conterem muitas particulas, posteriormente do
sobrenadante, foi retirada uma aliquota e filtrou-se com a membrana de 0,45 ym e os primei-
ros mililitros foram descartados (conforme ilustrado na Figura 2.10). Apds este passo as amos-

tras ficaram prontas para a leitura no aparelho de HPLC.

2.2.1.8 Parametros da analise por HPLC

Ligou-se o aparelho de HPLC e esperou-se que a linha de base adquirisse estabilidade,

ou seja, que o fluxo da fase movel e a pressao ficasse constante, deixando o aparelho em
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funcionamento sem qualquer amostra durante cerca de 20 min. O aparelho foi colocado em

funcionamento com as caracteristicas expressas na Tabela 2.1.

Tabela 2.1 - Pardmetros para a corrida cromatografica na detecdo de cafeina em diferentes géneros alimentares.

Parametros Condigdes

Modo de separacao Fase reversa
Composicéo Fase movel Metanol (24%)
Fluxo 1,0 mL/min
Volume de injegédo 10 pL
Comprimento de onda de detegao 272 nm

Temperatura do forno da coluna 25°C

Temperatura das amostras 25°C

Tempo de corrida 20 min

2.2.1.9 Construgao da reta de calibragdo

Com base nas indicagdes fornecidas pela ISO 20481, para a construcao da reta de cali-
bracdo devem ser criadas duas retas, em funcao das gamas de concentragao:
— Reta para gama de compostos com café normal com os limites sugeridos entre 5 mg/L
a 25 mg/L;
— Reta para gama de compostos com café descafeinado com os limites sugeridos entre
0,5mg/La 2,5 mg/L.
No entanto quando foram analisadas amostras de cha preto e café os valores da reta
da gama alta cairam fora da curva, pelo que foi necessaria ajustar o seu maximo de 25 mg/L

para 200 mg/L, numa fase inicial.
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2.2.1.10 Esquema representativo do procedimento experimental

0,200 g de Padrao de cafeina

+

Agua para HPLC morna

\

1000'mL \

- i

Solucdo Stock de Cafeina

200 mg/L

Figura 2.5 - Esquema representativo da preparacdo da amostra stock de cafeina.

2.2.1.10.1 Solugbes Padrao de Cafeina

50 mL solugdo Stock Cafeina 5 mL solugdo Stock Cafeina
+ +
Agua para HPLC Agua para HPLC
250 mL\ 250 mL\

Solucéo diluida de 40 mg/L Solucéo diluida de 4 mg/L

Figura 2.6 - Esquema representativo da preparacdo de algumas das amostras padrdo para a cafeina. Continuacdo do pro-

cesso no ponto 2.2.1.10.3.



2.2.1.10.2 Amostras

200 mL de Agua para HPLC

+

5 g de MgO

1 g café em gréo ou produto

com cafeina ou 0,5 g de café

instantaneo

250 mL,

Figura 2.7 - Esquema representativo da preparacdo das amostras sdlidas para quantificacdo por HPLC de acordo com ISO
20481:2008. Continuacdo do processo no ponto 2.2.1.10.3.

Perfazer com agua para HPLC

20 mL de bebida

+

2 g de MgO

100 mL,

Desgaseificar as amostras

num aparelho de ultrassons

Figura 2.8 - Esquema representativo da preparacdo das amostras de bebidas para quantificacdo por HPLC. Continuagdo do

processo no ponto 2.2.1.10.3.
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= Repouso 2 a 5 min e, posteriormente arrefecer solucdo
" i — 1) - .
m - para ser adicionada ao balao
1 saqueta em 200 mL !

de 4gua para HPLC a

ferver

Perfazer com 4gua para HPLC

50 mL de cha +

2 g de MgoO

100 mL,

Figura 2.9 - Esquema representativo da preparacdo da amostra de cha preto para quantificagdo por HPLC. Continua-
gao do processo no ponto 2.2.1.10.3.

2.2.1.10.3 Quantificagdo do teor em Cafeina por HPLC

B ~
’ ‘ ™
——— \ . s)
9 . -
=2 Arrefecer e deixar Filtrar por membrana -
‘ i ) de 0,45 um B
" .. sedimentar 45 U
L—

Injetar 10 pL de amostra
Banho a 90°C durante
20 min

Figura 2.10 - Esquema representativo da preparacao das diferentes solugdes para quantificacdo dos teores de cafeina por
HPLC.

2.3 Analises extra, fora do ambito do trabalho para a tese

Ainda nos laboratérios do CFPSA foram realizadas diversas analises, fora do ambito da
acreditacdo, mas dentro da prestacdo de servicos, nomeadamente, quantificacdo do teor de
Humidade (NP 1614 e NP 2966) a 35 amostras; determinacao do teor de Cloretos (NP 1845),
Proteina (NP 1612), Cinza (NP 1615), Acucares totais (NP 1419) a 10 amostras para
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determinacdo do valor energético ou analise nutricional. Foram realizadas diversas operagdes
gerais de analise quimica assim como a preparacao de solugdes para tal. Foi ainda efetuada a
determinacao da matéria gorda (técnica de Gerber) usando a NP 469 e, o teor de matéria gorda
livre pela NP 1224 e a matéria gorda total pela NP 1613.

Foram realizadas analises microbiolégicas com o apoio das técnicas do laboratério, no-
meadamente na analise a aguas, analise de diversas zaragatoas para a determinacao de meso-
filos, enterecocos, estafilococos, entre outros microrganismos. Foi dado um contributo na pre-
paracdo de meios de cultura, como: Plate Count Agar (PCA), Baird Parker (BP), Agar Rosa de
Bengala com Cloranfenicol (RBC), Agar Violet Red Bile Dextrose (VRBD), Agar triptona de soja
(TSA), entre outros, e, também no isolamento de estirpes de diversos tipos de microrganismos.

Foi dado um contributo também no processo de montagem do Vedleo, um produto
produzido nos laboratérios do CFPSA, na Pontinha, sendo este um teste rapido colorimétrico

para a avaliacdo da qualidade dos 6leos de fritura.

44
44



RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Método para a determinacgao de Cafeina

Visto o objetivo desta tese tratar-se da validagdo e implementagdo de um método cro-
matografico para a determinacdo do teor de cafeina em diversos géneros alimenticios, foi
usado o Guia Relacre N°13 como requisitos a ter em consideragdo nas analises de validacao e,
para o procedimento experimental foi usada parte da metodologia expressa na ISO
20481:2008 e, em Mariano (2018) conforme expresso no ponto da metodologia.

E importante relembrar que os padrdes de cafeina foram preparados diariamente a partir
de uma solucdo stock de 200 mg/L e, que essa solucdo era alterada de més a més ja que a

norma assim o indicava.

3.1.1 Resultados da Validacao do Método

3.1.1.1 Especificidade/Seletividade

Conforme introduzido o parametro da especificidade/seletividade era a capacidade de
um método identificar um analito em particular, numa mistura complexa sem interferéncia de
outros componentes, o que se verificou ao longo deste trabalho, o pico da cafeina era distin-
guivel de qualquer outro interferente, aparecendo isolado (ex: amostra de cappuccino desca-

feinado expresso na Figura 3.1).
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Figura 3.1 - Cromatograma obtido para a amostra de cappuccino descafeinado, com o pico de cafeina identificado sem a interferéncia de
outros componentes, com tr=11,827.

3.1.1.2 Quantificacdo

3.1.1.2.1 Linearidade/Curvas de calibracao, Limites de Detecdo e Quantificacdo e
Sensibilidade

Para o estudo da linearidade foram construidas duas retas de calibracdo, uma para a
gama de trabalho alta e outra para a gama baixa. A norma ISO 20481:2008 sugere que a gama
alta esteja compreendida entre os 5 e os 25 mg/L e, a gama baixa nos 0,5 a 2,5 mg/L. No
entanto, verificou-se experimentalmente que algumas amostras analisadas saiam fora do in-
tervalo proposto, de 5 a 25 mg/L, como tal a gama de concentracdes alta foi estendida dos 5
aos 160 mg/L, ja que segundo Huber, L. (2007) a gama de concentracdes deve abranger o
intervalo de 80 a 120% da concentracdo esperada na amostra ou amostras onde o método
sera utilizado.

Sendo assim, foram desenvolvidos os seguintes padrdes para a alta gama:
0 mg/L
5 mg/L
10 mg/L
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e 20 mg/L

e 40 mg/L
e 80mg/L
e 160 mg/L
e 200 mg/L

Estes padroes foram obtidos a partir do padrao de 200 mg/L, que continham aproxi-
madamente 200 mg de padrio de cafeina. E importante referir que numa fase inicial o padréo
de 200 mg/L foi tido em consideracao como o padrao mais elevado e, depois dos resultados
obtidos para o teste de homogeneidade este foi substituido pelo de 160 mg/L.

Através da analise destes padrdes no equipamento de HPLC, segundo as condi¢des

cromatograficas expressas na Tabela 2.1, foram obtidos os resultados presentes na Tabela 3.1:

Tabela 3.1 - Resultados obtidos para o sinal dado pelo equipamento de HPLC para os respetivos padrées de cafe-
ina da gama alta (com a concentracdo conhecida de 5, 10, 20, 40, 80 e 160 mg/L), com a apresentacdo do seu

tempo de retencdo e respetivos limites de quantificacdo e detecéo.

Data da Analise Padrio Area Concentracdo cafeina (mg/L) tr

5 170446 4,6028 11,780
10 412593 10,3260 11,767
20 811377 19,7513 11,720
40 1635744 39,2353 11,700
80 3434908 81,7586 11,680
160 6717955 159,3537 11,633

Obtidos estes dados, foi possivel representa-los graficamente na Figura 3.2.
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Reta de Calibracao Gama Alta

7000000

ICO

6000000

5000000

4000000

y = 42314x - 24299
3000000 o RZ= 0,9997

2000000

1000000

Sinal analitico da drea do p

o Le¥
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Concentragdo padrdo (mg/L)

Figura 3.2 - Representacdo esquematica da reta de calibracdo (y = 42314 x-24299) para a gama de concentra¢des
elevadas, entre 5 e 160 mg/L.

A representacdo grafica permitiu obter a reta de calibracdo seguinte:
3.1

[Area pico]| = 42314 [Camostral — 24299

A sensibilidade foi entdo determinada pelo declive da reta, sendo esta igual a: 42314.

Segundo o guia relacre (2000), em analise quimica, dependendo dos critérios internos
do laboratério e do préprio método analitico, as curvas de calibragcdo, geralmente, devem ter
valores de coeficiente de correlagdo superiores a 0,995 para ser considerada uma boa analise.
Como se pode observar na Figura 3.2, obteve-se um coeficiente de correlacao de 0,999, sendo
superior a 0,995 e, indicando uma boa correlagdo entre os resultados.

Ja para a gama baixa de concentra¢des foram desenvolvidos quatro padrées dentro da

gama sugerida na norma:

e 05mg/L
e 1mg/L
e 2mg/L
e 2,5mg/L

Para esta gama foram obtidos os resultados expressos na Tabela 3.2:
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Tabela 3.2 - Resultados obtidos para o sinal dado pelo equipamento de HPLC para os respetivos padrdes de cafe-
ina da gama baixa (com a concentragdo conhecida de 0,5; 1; 2 e 2,5 mg/L), com a apresentacdo do seu tempo de
retencdo e respetivos limites de quantificagdo e detegdo.

Data da Analise Padrdio Area Concentragdo cafeina (mg/L) tr

Limite de Detegédo (mg/L) 0,150

E tal como na gama de trabalho alta, os dados foram expressos posteriormente no

grafico da Figura 3.3.

Reta de Calibragao Gama Baixa

7 ..............................

so000 | e
........ y = 36833x - 3699,4

40000 R?=0,9983

30000
20000
10000

Sinal analitico da drea do pico

o

0,4 0,9 1,4 1,9 2,4

Concentragdo padrdo (mg/L)

Figura 3.3 - Representacdo esquematica dos valores obtidos nos cromatogramas para os padrdes da gama baixa de

cafeina e a respetiva apresentacgdo da reta de calibragdo (y = 36833 x — 3699,4).

Tendo sido obtida a equacgao seguinte:
3.2

[Area pico] = 36833 [Camostral — 3699,4

A partir desta foi possivel concluir que a sensibilidade sera constante ao longo de toda
a gama de trabalho e igual a 36833.
Ambas as figuras demonstraram que era possivel obter a linearidade nos resultados,

no entanto para verificar se a gama de trabalho era adequada foi realizado o teste de
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homogeneidade para determinar a existéncia de diferengas de variancias significativas. Relati-
vamente a linearidade em si, de acordo com a obtencao dos resultados positivos e do coefici-
ente de correlacdo (R?) ter dado valores satisfatorios, concluiu-se que esta metodologia foi
eficaz na obtencdo de uma correlacdo entre os resultados obtidos e a concentracdo para os
padrdes de cafeina.

Relativamente aos limites, foi obtido LD = 0,150 mg/L e LQ = 0,455 mg/L, verificando-
se que o limite de detecao, tal como foi introduzido, se encontrava abaixo do padrdo mais

baixo usado, o de 0,5 mg/L.
Linearidade/Gama de trabalho

Conforme apresentado anteriormente verificou-se que o valor de R? era satisfatorio e
que se encontrava compreendido nos valores pretendidos para apresentar uma forte correla-
cdo. No entanto, esses resultados s6 nos dao a correlacdo entre a concentracao e os resultados
obtidos, mas ndo garantias de resultados satisfatorios em termos de linearidade, como tal essa
devera ser avaliada por outra metodologia (Harris D. C., 2007). Pelo que, na fase seguinte foi
verificada se a gama de trabalho usada seria adequada, procedendo-se a realizagdo do teste
de homogeneidade para os padroes extremos da reta de calibracao, o padrao 200 e o padrao
5 mg/L, através da passagem consecutiva de 10 repeticdes.

Os resultados obtidos para o teste de homogeneidade encontram-se expressos no
Apéndice A, na Tabela 4.3. Observa-se nessa tabela que o valor do teste PG obtido foi 6,90
(através do uso das equacgdes 1.6 e 1.8, descritas na introducdo na seccao da validagdo de
métodos). Esse valor foi comparado com o valor tabelado da distribuicao F de Snedecor/Fisher,
ao nivel de confianca de 99%, e com n-1 graus de liberdade (neste caso 9), sendo o valor
tabelado 5,35 (valor retirado da Tabela 4.6 do Apéndice A). Como tal pode concluir-se que
PG>F, pelo que, de acordo com o Guia Relacre, conclui-se que as diferengas de variancias séo
significativas e a gama de trabalho deve ser reduzida até que a diferenca entre as variancias
relativas ao 1° e Ultimo padrdo permitam obter PG < F, pelo que a gama de concentrag¢des alta
foi reduzida para o padrao seguinte, 160 mg/L.

Procedeu-se a realizacao do teste de homogeneidade para o padrdao 160 mg/L, estando

apresentados os resultados na Tabela 3.3.
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Tabela 3.3 - Teste de homogeneidade aos padrdes da gama alta, 160mg/L e 5mg/L, com a respetiva média de
areas, tempo de retencado (tr) e concentracdo em mg/L (a partir da equacdo y = 35439x + 9824,5); variancias asso-
ciadas ao primeiro (S?) e ultimo (S%,) padréo e o respetivo valor de PG e o valor tabelado da distribuicio F de

Snedecor/Fisher.

Padrao 160 mg/L Padrao 5 mg/L

Area tr Concentracdo (mg/L) Area tr Concentracéo (mg/L)
6640237 13,527 187,09 218671 13,920 5,89
6263734 13,527 176,47 185033 13,933 4,94
6420727 13,647 180,90 193613 13,960 5,19
6498058 13,740 183,08 192507 14,033 5,15
“ 6538951 13,700 184,24 203758 14,087 5,47
“ 6687521 13,687 188,43 189312 14,020 5,06
6596853 13,640 185,87 175888 13,947 4,69
“ 6485870 13,580 182,74 168386 13,647 4,47
“ 6408204 13,793 180,55 197661 13,607 5,30
“ 6706677 13,807 188,97 481437 13,573 13,31
m 652468320 13,66 183,83 220626,60 13,87 5,95
15,31 6,84

Observou-se que a reta de calibracdo estaria ajustada corretamente, e sem variancias
significativas, com o padrao de 160 mg/L, pelo que a gama de concentragdes elevadas foi
diminuida dos 200 mg/L para os 160 mg/L, ja4 que se obteve PG < F, neste caso 2,24 < 5,35. E
de notar que os valores das concentragdes encontram-se ligeiramente acima dos expectavel,
nomeadamente na repeticdo 10 do padrdo 5, no entanto como os resultados foram satisfaté-
rios o valor ndo foi descartado.

O mesmo teste de homogeneidade foi também realizado para a gama de trabalho
baixa e verificou-se, através dos dados apresentados na Tabela 3.4, que a diferenca entre as
variancias relativas do padrédo de 0,5 mg/L e o padrdo de 2,5 mg/L permitiram obter PG <F, ja
que foi obtido 5,06 < 5.35.
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Tabela 3.4 - Teste de homogeneidade aos padrdes da gama baixa 2,5mg/L e 0,5 mg/L, com a respetiva média de
areas, tempo de retencao (tr) e concentracdo em mg/L (a partir da equacdo apresentada em 3.2); variancias asso-
ciadas ao primeiro (S?) e ultimo (S%,) padréo e o respetivo valor de PG e o valor tabelado da distribuicio F de

Snedecor/Fisher.

Padrédo 2,5 mg/L Padrédo 0,5 mg/L

Area tr Concentracdo (mg/L)  Area tr Concentracdo (mg/L)
103146 13,767 2,90 15762 13,113 053
92937 13,700 2,62 12440 13,213 0,44
101814 13,753 2,86 11722 13,293 042
99490 13,700 2,80 16540 13,213 0,55
“ 102376 13,887 2,88 19562 13,280 0,63
“ 86473 13,820 2,45 26734 13,340 0,83
126040 14,060 3,44 15830 13,387 0,53
“ 93923 14,033 2,65 15950 13,400 0,53
“ 93339 13,927 2,63 12151 13,427 043
“ 95123 13,720 2,68 15341 13,533 0,52
m 99166,10 13,84 2,79 15203,20 13,32 0,54
0,072 0,014

3.1.1.3 Precisao

Relativamente ao estudo da precisdo, na norma ISO 20481:2008 é apresentada uma
tabela de um estudo interlaboratorial (o qual contou com a presenca de 16 laboratorios) sobre
limites de repetibilidade e reprodutibilidade, na validacdo do teor de cafeina em produtos com
café. Esses dados encontram-se expostos na Tabela 3.5. e, para o café sdo apresentados valores
para dois tipos de cafés sollveis: café liofilizado e café aglomerado.

Para os ensaios de precisdo foi usado experimentalmente a amostra de café instanta-
neo de uma marca branca (Figura 3.4), este produto nao apresentava na sua rotulagem qual-
quer tipo de informacao sobre o processo de secagem, mas dadas as caracteristicas visiveis foi
considerado que se trataria de um café aglomerado, portanto para comparacao com os resul-
tados obtidos experimentalmente, foram usados os dados do teste interlaboratorial ao café

soluvel aglomerado.
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Tabela 3.5 - Dados do teste interlaboratorial de precisdo para a determinacdo de cafeina em café liofilizado e café
aglomerado. Fonte: ISO 20481:2008.

ST, Café Soldvel
Liofilizado (Regular Freeze Dried) Aglomerado (Regular Agglomerated)
N° de laboratérios participantes 16 16
Média %(m/m) 2,21 3,19
Desvio Padrédo de Repetibilidade, s, 0,018 0,030
Limite de Repetibilidade, r = 2,8 x s,. 0,050 0,085
Coeficiente de variagdo de repetibilidade (CV) % 0,7 1.0
Desvio Padrédo de Reprodutibilidade, sg 0,083 0,133
Limite de Reprodutibilidade, R = 2,8 X sg 0,23 0,372
Coeficiente de variagdo de reprodutibilidade (CV) % 33 4,2

3.1.1.3.1 Repetibilidade

Para comecar o estudo da precisao foi realizado o teste de repetibilidade, seguindo as
indicagdes fornecidas na norma, a qual indicava: usando a mesma metodologia, num Unico
laboratério, num curto espago de tempo, realizando-se a analise por um sé operador (ISO
20481:2008), e segundo o Guia Relacre (2000) devem ser realizadas 10 injecdes da mesma
amostra sucessivamente.

E importante referir que se verificou que o primeiro teste de repetibilidade realizado
ndo permitiu obter os resultados pretendidos, tendo-se verificado instabilidade na concentra-
cao do teor de cafeina nas analises realizadas, como tal foram realizados diversos procedimen-
tos experimentais, até que se concluiu que a forma mais eficaz seria realizar lavagens sucessivas
com agua (na microseringa) entre as injecoes da mesma amostra. Se apds este passo, os re-
sultados continuassem instaveis verificou-se que uma pequena lavagem de 10 minutos entre
as injecoes, ajudava a eliminar alguns residuos de cafeina retidos na coluna cromatografica.

ApOs este procedimento foram obtidos os valores presentes na Tabela 3.6.
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Tabela 3.6 - Estudo da Repetibilidade para a amostra de Café Soluvel (para n=10), com obten¢do da média do
teor de cafeina em %(m/m) e respetivos: desvio padrao de repetibilidade (s,), limite de repetibilidade (r) e coefici-
ente de variagdo da repetibilidade (CV,). Sendo as observacbes efetuadas no dia 06/07/2023. As concentragdes

em mg/L, foram determinadas com a reta do dia 04/07/2023: y = 42314x - 24299 e, para a determinacdo de Wc

—

g/100g): as concentragdes e areas dos padroes usados no dia, de acordo com a equagdo 3.3.

Diferenga de Wc com
Café Soldvel Area Wc (g/100g) Média em valor abso-
=
2697289 64,325 3,032
2775563 66,175 3,120 0,054
2783070 66,352 3,129 0,062
“ 2672501 63,739 3,004 0,062
“ 2738958 65,310 3,079 0013
“ 2675403 63,808 3,008 0,059
2783020 66,351 3,129 0,062
“ 2814721 67,100 3,164 0,098
“ 2669215 63,661 3,001 0,066
2720460 64,873 3,058 0,008
m - - 3,073 0,052
0,969

3.1.1.3.2 Reprodutibilidade

Ja a reprodutibilidade foi avaliada, usando a mesma metodologia, 10 injecdes da
mesma amostra, no mesmo laboratorio, num curto espaco de tempo, no entanto a analise tera
sido realizada por dois operadores diferentes. Na norma é sugerido que a reprodutibilidade
seja realizada usando o mesmo procedimento em laboratérios diferentes, com diferentes ope-
radores e, equipamento diferentes. No entanto, uma vez que um dos objetivos deste trabalho
é a implementacgao e validagdo do método no CFPSA, um ensaio interlaboratorial ndo sera de
todo a primeira prioridade e, uma vez que no laboratério de quimica atualmente existe apenas
1 equipamento de HPLC, os testes sdo determinativos para esse mesmo e, como tal, ndo é de
interesse prioritario analisar a reprodutibilidade noutro equipamento. Os resultados para este

teste encontram-se na Tabela 3.7.
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Tabela 3.7 - Estudo da Reprodutibilidade para a amostra de Café Soluvel (para n=10), com obten¢do da média do
teor de cafeina em %(m/m) e respetivos: desvio padrao de reprodutibilidade (sg), limite de reprodutibilidade (R) e
coeficiente de variacdo da reprodutibilidade (CVg). Sendo as observacdes efetuadas no dia 04/07/2023 e
05/07/2023. As concentragdes, em mg/L, foram determinadas com a reta do dia 04/07/2023: y =
42314x - 24299 e, para a determinacdo de Wc (g/100g): as concentracdes e areas dos padrdes usados no dia, de

acordo com a equagdo 3.3.

Diferenga de Wc (Operador 1 -
Café Soluvel Area [mg/L]
(9/100g) Operador 2) em valor absoluto

Operador 1 2669215 63,661 3,130 B
Operador 2 2567864 61,266 3,011
Operador 1 2610486 62,273 3,061

2 0,134
Operador 2 2724958 64,979 3,195
Operador 1 2518112 60,090 2,953

3 0,178
Operador 2 2669657 63,672 3,131
Operador 1 2574612 61,425 3,019

4 0,012
Operador 2 2584557 61,661 3,031
Operador 1 2529845 60,367 2,967 N
Operador 2 2620210 62,503 3,073 '
Operador 1 2720460 64,873 3,190 0145
Operador 2 2844278 67,799 3,335 '
Operador 1 2764328 65,909 3,242

7 0,030
Operador 2 2738774 65,305 3,212
Operador 1 2569488 61,304 3,013 0119
Operador 2 2670907 63,701 3,132 '
Operador 1 2804114 66,850 3,288 0153
Operador 2 2673558 63,764 3,135 '
Operador 1 2669023 63,657 3,130 0092
Operador 2 2590513 61,801 3,038 '

L 026
CVr 4,221

Analisando os dados de uma maneira geral e comecando com as concentragdes médias
obtidas para a quantidade de cafeina presente na amostra de Café Soluvel, observou-se que a
média de concentracdes no ensaio da repetibilidade era 3,073 g/100 g e, no ensaio de repro-
dutibilidade observou-se que a mesma amostra teria 3,114 g/100 g, o teor de cafeina ndo tera

sido extremamente dispar, no entanto, esta diferenca deve-se, ao facto de ter sido operado o
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aparelho por pessoas diferentes, o que aumenta a variabilidade dos resultados (tendo sido
expectavel os valores superiores para a reprodutibilidade), para além disso, o ensaio de repe-
tibilidade e reprodutibilidade, foram realizados em diferentes dias e, consequentemente estes
fatores serdo também influenciadores, ja que conforme descrito por Bartlett, J. W., & Frost, C.
(2008) a reprodutibilidade vai referir-se a variagdo nas medigdes feitas sob condi¢des variaveis
(dias, operadores, instrumentos, etc), o que implicara uma variacao de resultados superior.
Pode também especular-se que a concentracao tenha diminuido devido a fatores como,
reacdes de oxidacdo, isto porque a amostra tera sido retirada da refrigeracdo a +4°C (como
dita a norma) e deixada a arrefecer até a temperatura ambiente todas as vezes que foi usada
nos ensaios. Segundo um estudo de Marques, J. M. S. D. S. (2011), no qual foram estudadas as
propriedades que sofrem alteragdes no processo de envelhecimento de um café torrado co-
mercial, ao longo da sua vida de prateleira, constatou-se que existia um aumento dos teores
de humidade no café, enquanto algumas propriedades como a cafeina continuariam aproxi-
madamente constantes, mas o resultado mais marcante foram os efeitos no flavour, com um
aumento do chamado sabor a "ranco" e, sendo evidentes os efeitos das reacdes de oxidacdo
(Ferrao, J., 2009). Pelo que a pequena variagcdo na concentracao de cafeina nao serd, de todo,
um problema.
Para facilitar agora a comparacao dos limites de repetibilidade e reprodutibilidade ob-

tidos experimentalmente, com os da ISO 20418:2008, foi criada a Tabela 3.8.

Tabela 3.8 - Comparacdo dos resultados experimentais com os da ISO 20481:2008 e, apresentacdo do desvio ab-
soluto dos resultados obtidos experimentalmente, com os presentes na ISO. *Nota: este valor corresponde a mé-
dia dos valores da repetibilidade e reprodutibilidade em g/100 g.

Café Soltvel
. Resultado Experimental
Parametro Café aglomerado
de Café soltvel Marca Desvio
ISO 20481:2008
Branca
Média %(m/m) 3,09* 3,19 0,10
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Na pag. 6 da ISO 20481:2008, é feito um aviso de que estes valores do teste interlabora-
torial (Tabela 3.5), podem nao ser aplicados a matrizes e concentra¢des diferentes, e como se
verificou na Tabela 3.8, os dados ndo foram exatamente iguais, no entanto, alguns foram muito
proximos, nomeadamente a média do teor de cafeina, que diferiu em 0,10, sendo que o valor
experimental foi 3,09 e o da norma era de 3,19.

Os limites de repetibilidade (calculado com auxilio da equacdo 1.13), conforme introdu-
zido ndo deviam exceder os 5%, para que a probabilidade de repetibilidade seja de 95%, ob-
servou-se que experimentalmente o limite obtido era de 0,083, ligeiramente inferior ao valor
da norma, de 0,085, concluindo-se que nao tera sido ultrapassado o valor proposto pela ISO.
Observou-se também que o Coeficiente de Variacao de repetibilidade experimentalmente foi
de aproximadamente 1,0, igual ao valor da norma (1,0). Relativamente a reprodutibilidade,
experimentalmente obteve-se um valor de 0,364 para o limite deste parametro (calculado com
auxilio da equacdo 1.17), com um desvio de 0,008 relativamente aos 0,372 obtido no ensaio
interlaboratorial.

Finalizada a andlise a todos os resultados podemos concluir que os resultados obtidos
foram ligeiramente inferiores aos apresentados na ISO 20418:2008, o que indica que foram
obtidos resultados precisos e, 0 método podera assim ser implementado no laboratério de
analises fisico-quimicas do CFPSA. Era expectavel a obtencao de valores inferiores aos da
norma dado que, nos ensaios interlaboratorial foram tidos em consideracdo mais fatores de

variabilidade, nomeadamente equipamentos e laboratérios diferentes.

3.1.2 Calculo do contelddo de cafeina em cada amostra

Depois deste trabalho inicial, de implementacgao e validagdo no qual se determinou que
os padroes de cafeina usados tinham um correto funcionamento e, que a gama de trabalho
estava ajustada no intervalo pretendido para nao existir variabilidade, passou-se a quantifica-
cao dos teores de cafeina em diferentes géneros alimenticios.

Na ISO 20481:2008 é especificada a realizagdo de analises a café verde, café torrado,
cafés sollveis e misturas de bebidas com café. Para facilitar custos de analises, neste trabalho
foram selecionadas apenas amostras de café sollvel, misturas de bebidas com café, e ainda
formam feitas analises a bebidas com vestigios de cafeina (tais como bebidas energéticas, etc).

Sendo assim, foram selecionados os produtos seguintes apresentados na Figura 3.4.
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Figura 3.4 - Imagens representativas dos géneros alimenticios analisados e obtidos em supermercado: Cha preto
aromatizado com frutos vermelhos da marca Pingo Doce (1); Chicéria com café da marca Bellarom (2); Café instan-
taneo da marca Branca (3); Cappuccino descafeinado da marca Nescafé (4); Ice Tea de limdo da marca Lipton (5);

Coca-Cola da marca Branca (6); Bebida Energética da marca Branca (7).

De acordo com as informacgdes fornecidas nos rotulos destas embalagens (Tabela 3.9),
foi possivel realizar uma estimativa das amostras que apresentariam uma maior percentagem
de café, estimou-se que seria: Café instantaneo > Cha preto > Chicdria e café > Cappuccino
descafeinado = Bebida energética > Coca-cola > Ice Tea.

Estimou-se que o café soluvel/instantaneo tivesse o teor de cafeina mais elevado, se-
guido do cha preto ja que segundo fontes citadas em Nour, V. et al. (2010) o teor de cafeina
relatado nestes géneros alimenticios varia significativamente, para uma chavena de café ins-
tantaneo, o conteldo em cafeina encontrava-se entre 46,7 e 67,6 mg e, para o cha, uma sa-
queta numa chavena teria entre 30,2 e 67,4 mg de cafeina. Seguia-se depois a chicdria com
café por apresentar ainda uma percentagem elevada de café e, de seguida teriamos o cappuc-
cino descafeinado e a bebida energética. Estas duas bebidas poderiam apresentar valores se-

melhantes tendo em conta que nas bebidas energéticas, dependendo da quantidade de
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cafeina que é colocada como aromatizante neste tipo de produto refrigerado, podemos ter
valores superiores aos de um descafeinado, ja que no estudo de Nour, V. et a/. (2010) obser-
vou-se que a bebida energética da marca Mem apresentava um teor de 16,82 mg/100 mL e a
bebida energética da Red Bull apresentava 33,45 mg de cafeina/100 mL de produto. Ja bebidas
descafeinadas podiam ter concentragdes entre os 38 mg/100 mL e os 879 mg/100 mL, segundo
Farahdiba, A. N., et al. (2023) e, estas concentracdes também poderao variar dependendo da
temperatura usada no processo da extracdo da cafeina.

Relativamente a Coca-cola e ao Ice Tea, segundo valores apresentados no site da DECO
proteste (Figura 3.5), verificou-se que a Coca-cola teria cerca de 29 mg de cafeina/330 mL e, o
Ice Tea teria 20 mg/330 mL (DECO PROTESTE, 2021).

E importante referir que algumas destas referéncias apresentam valores médios, de esti-
mativas, e nao é dito qual a metodologia aplicada para a determinacao do teor de cafeina nos
géneros alimenticios, pelo que se forem consideradas diferentes metodologias, que o HPLC,
sera provavel que se obtenham algumas discrepancias nos resultados a obter, ja que o estudo
de Wanyika, H. N., et a/. (2010) para a determinagdo dos teores de cafeina em chas e cafés,
verificou que os teores de cafeina obtidos pelo método espectrofotométrico UV/Vis eram su-

periores aqueles obtidos pelo uso do HPLC.
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Bebida Coca-cola Ice Tea
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250ml

Figura 3.5 - Teores de cafeina em diferentes tipos de géneros alimenticios. Fonte: DECO PRO-
TESTE, 2021. Acedido a 27 de margo de 2023.



Tabela 3.9 - Compilacéo dos rétulos dos diferentes produtos analisados, com indicacdo da listagem de ingredien-
tes, algumas informagdes relevantes e as imagens do rétulo.

. Notas importante do Ro- >
Ingredientes il Imagem Rétulo
ulo

Modo de preparacéo: Uti- Ingredientes: Chd prefo ( C umda xvnevms] aromas, morongo

Cha preto (Camelia sinen-

y . sis), aromas, morango (1%), lizar 1 saqueta para 200
Cha Preto aromatizado .
framboesa (1%), mL de &gua a ferver, dei-
com frutos vermelhos
groselha (1%), amora xar repousar durante 2 a or mdo chévena.

de ferver (200 ml)

aqueta na chévena @

(0,5%), cereja (0,5%). 3 minutos antes de servir.

Modo de preparacao:

Mistura instanténea de Misturar 4 g numa cha-
60% chicéria soluvel, 40%
chicéria soltvel e café vena com 200 mL de agua
. café soluvel.
solavel ou leite quente e mexer

bem.

Cada preparado com 2g
de café soliivel tem apro-

ximadamente 91 mg de

CAFE SOLUVEL
cafeina. »da preparodo com 2 g de col fe solivel fem opraxsmo
- . o Modo de preparagéo: 9 mde cofeina. Conservar 0 emoaiagem bem lechadk
Café instantaneo Café sollvel. . ’ 0 & 56C0 Para fechar rodor o fompa. Consumir e p
Deite uma colher de cha = ,e; do fim de: / lole: [ver loferal do em
p z Defle yma cother ce Cha Ge coe
de café (2g) numa cha- Wm} de Gguo ou 200 ml de lee
g Nt 20r Semore U
vena e junte 120 mL de ssohg30. Adoce  gosto. Uhiizar sempre Uma

agua ou 200 mL de leite

guente.
Acucar, leite em p6 magro
(20%), xarope de glicose, Modo de preparacao:
. . café solGvel descafeinado Misturar 1 saqueta para
Cappuccino descafei- , ’
(14%), 6leo de coco, lac- 150 mL de &gua quente e

nado

tose, reguladores de acidez  mexa bem durante 20 se-
(carbonatos de sédio, acido gundos.

citrico), aroma natural, sal.
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Bebida refrigerante de
extrato de cha com

sumo de liméo (Ice Tea)

Refrigerante aromati-

zado (Coca-cola)

Refrigerante aromati-
zado gaseificado (Be-

bida energética)

Cha (4gua, extrato de cha
preto) (4,0%), aglcares
(agUcar, frutose), regulado-
res de acidez (acido citrico,
citrato de sédio), aromas,
sumo de limao a base de
concentrado (0,1%), antio-
xidante (acido ascorbico),
edulcorante (glicosideos de

esteviol).

Agua carbonizada, corante
(E150d), acidificante (E338),
edulcorantes (E952, E950,
E951), regulador de acidez
(E331), aromas naturais, ca-

feina.

Agua carbonatada, acidifi-
cante (E330), regulador de
acidez (E331), taurina
(0,37%), glucoronolactona,
edulcorantes (E950 e E955),
corante (E150d), vitaminas
(niacina, acido pantoténico,
B6, B2 e B12), aroma, cafe-
ina (0,015%).

Contem cafeina.

Elevado teor de cafeina.

N&o recomendado a cri-

ancas, nem a gravidas ou
lactantes (15 mg/100 mL).

Contem taurina.

frigerant
?sntégm edulcorantes, C

|ngredientes: agua carbo
£150d), acidificante &

£950, E951*), regul
aaturais, cafelna,
*Contém asparta
Conservar em local THESERN
de odores agresSIMBSINEIO agitar ante.

S€CO, a0 abrig

Conforme introduzido, no Regulamento (UE) N.° 1169/2011, bebidas que ndo sejam cha

ou café, se forem destinadas a ser consumidas e contenham cafeina numa porgéo superior a

150 mg/L, devem apresentar a mencdo: “"Elevado teor de cafeina. Ndo recomendado a criangas

nem a gravidas ou lactantes” e deve constar no mesmo campo visual que a denominagéo da

bebida, seqguida de uma referéncia, entre parénteses e nos termos do artigo 13.°, n.° 1, do

presente regulamento, o teor de cafeina expresso em mg por 100 mL, o que se verificou para

a rotulagem da bebida energética da marca Dia, que apresentava no rétulo a indicacdo de 15
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mg/100 mL. Ainda o rétulo do café soltvel apresentou também uma estimativa dos teores de
cafeina, afirmando que em média, 2 g de amostra contém 91 mg de cafeina, e como tal este
valor também foi tido em consideragdo na comparagéao com os resultados experimentais.
Posteriormente a andlise da rotulagem as amostras foram tratadas, conforme descrito
no procedimento experimental e representado na Figura 3.6, com MgO, tendo-se formado
inicialmente um precipitado de éxido de magnésio, e apds filtracdo nos filtros de membrana

de 0,45 pm as amostras ficaram prontas para a corrida cromatografica.

Figura 3.6 - Amostras de bebidas: Ice Tea (1), Coca-Cola (2), Bebida Energética (3) e Chicéria com Café (4). No
plano mais distante na sua forma original, no meio com o precipitado de éxido de zinco e no plano frontal apds a

filtragdo com os filtros de membrana de 0,45 pm.

Analisadas as amostras de géneros alimenticios foram obtidos os cromatogramas de Cha
preto, Café e Chicdria, Café Soluvel, Cappuccino descafeinado, Ice Tea, Coca-cola e Bebida
Energética. Estes cromatogramas estdo expostos na Figura 3.7, Figura 3.8, Figura 3.9, Figura

3.10, Figura 3.11, Figura 3.12 e Figura 3.13.
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Figura 3.7 - Cromatograma obtido para Cha Preto com tr = 11,793.
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Figura 3.8 - Cromatograma obtido para Chicéria e Café com tr = 12,680.
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Figura 3.9 - Cromatograma obtido para Café soluvel com tr = 12,727.
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Figura 3.10 - Cromatograma obtido para Cappuccino descafeinado com tr = 11,827.
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Figura 3.12 - Cromatograma obtido para Coca-Cola com tr = 12,793.
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Figura 3.13 - Cromatograma obtido para Bebida Energética com tr = 12,707.

Como se pode observar nos cromatogramas, a separagdo e obten¢do da cafeina foi
obtida com boa qualidade, verificando-se que o pico deste composto estaria abrangido na
zona entre os 11 e os 13 min.

O tempo de reten¢do ndo foi constante em todas as corridas cromatograficas, e de
acordo com o Guia de Resolucao de problemas da Sigma-Aldrich®, as causas principais sao:
fugas; alteracSes na composicao da fase mével (na qual pequenas alteragdes levam a grandes
mudancas nos tempos de reteng¢do); ar preso na bomba (levam a um aumento e diminuicao
aleatoria dos tempos de retencao); flutuagdes na temperatura da coluna; sobrecarga da coluna
(os tempos de retencdo tendem a diminuir); amostra com solvente incompativel com a fase
movel; qualquer tipo de problema com a coluna (com o passar do tempo, a coluna "envelhece"
podendo levar a tempos de retencao inferiores).

A coluna usada neste estudo ja apresentava alguns anos, no entanto ndo se especula
ser esta a causa da alteracdo dos tempos de retencdo dado que foi sempre possivel obter os
tr proximos dos valores obtidos no padrao lido antes de qualquer amostra ser colocada para
analise. E relevante referir que nem todas as corridas cromatograficas foram realizadas no

mesmo dia e, para além disso, verificou-se que era dificil obter uma pressdo aproximadamente
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igual, isto porque a valvula da bomba tinha de ser fechada manualmente. Por norma a pressao
encontrou-se entre os 350 e os 377, mas foram raras as vezes em que foi possivel obter exa-
tamente a mesma pressdao em dias diferentes. No entanto, os resultados obtidos ndo foram
drasticamente diferentes e como tal foram tidos em consideracao.

Para o calculo do conteudo de cafeina das amostras, w,, a norma ISO 20481:2008 indica

a seguinte equacao 3.3:
33

_ AspsV x 100 _ Agpge X 25
Agemg Agemg

c

Onde:

Ay = é a Area, em unidades arbitrarias, do pico de cafeina detetado pelo HPLC na
solucao padrdo de cafeina.

A, = é a Area, em unidades arbitrarias, do pico de cafeina detetado pelo HPLC na so-
lucdo de uma amostra em estudo.

mg = € a massa, em gramas, da porcao teste.

V = é o volume, em litros, exato da solucao padrao de cafeina.

pst = € a concentragdo massica, e gramas por litro, da solucao padrao de cafeina.

A equacao anterior foi usada para a determinagdo do teor de cafeina em amostras de
café, cappuccino descafeinado e chicoria com café. Esta formula tem em conta a massa de
amostra usada para o estudo da solucao, isto é aplicavel nas amostras solidas e em po, no
entanto para as bebidas ndo se mostrou uma opgao viavel, pelo que nesses casos foi tida em
consideracao as retas obtidas para o estudo da linearidade com o auxilio dos padrdes de ca-
feina. Os calculos foram exemplificados para uma amostra solida de café instantaneo, e para
uma amostra liquida, de Coca-cola e Cha preto e encontram-se expostos no Apéndice A.

E relevante referir que foram realizadas vérias corridas cromatogréaficas de uma mesma
amostra, para obtencdo de valores médios e desvios padrdo para o teor de cafeina, cujos re-
sultados estdo presentes na Tabela 4.4 e Tabela 4.5 do Apéndice A. Os resultados simplificados

para as 7 amostras, encontram-se agora na Tabela 3.10.
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Tabela 3.10 - Resultados para a analise a diferentes amostras da gama alta: ché preto aromatizado com frutos ver-
melhos e café instantdneo, com a determinacdo da respetiva concentracdo (mg/L) com o auxilio das retas de
15/03/2023: y = 35439x + 9824,5; 03/04/2023: y = 41490x - 42730; 09/05/2023: y = 37488x - 57613; e
16/05/2023: y = 35114x - 6540,7, o conteldo de cafeina nas nossas amostras, wc (g cafeina/100 g ou 100 mL de
amostra) e a concentracdo de cafeina com o auxilio da concentracdo obtida pela reta de calibracdo e respetiva

média.

Concentragédo de Chicoria Cappuccino Bebida
Café Cha Preto Coca-cola Ice Tea
Cafeina Café descafeinado | Energética
Média (g/100g ou
100 mL)

0,209 0,278 0,112 0,011 0,0004 0,0002 0,0003

A partir dos dados anteriores foram criadas as representacdes graficas dos teores de

33 1,737 1,685 0,051 0,014 0,009 0,004

cafeina, em g de cafeina por 100 g ou 100 mL de produto, para facilitar a visualizacdo destes

resultados (Figura 3.14).

A , . B ,
Teor de cafeina nas amostras mais Teor de cafeina nas amostras menos
concentradas concentradas
4 0,07
3,324 0,051
o
o 3,5 = 0,06
) E
o
g 3 2 0,05
3 °
¥ § 0,04
§ , 1,737 1,685 :
> o 0,03
° &
Qo o
o 15 —
o U ~
— 0,02
B % 0,014
o 1 T 0,009
© o 0,01
o - 0,004
0,5
0 ]
0 Cappuccino descafeinado M Bebida Energética
B Café Soluvel mChaPreto M Chicdria Café m Coca-cola M Ice Tea

Figura 3.14 - Representagdo grafica dos resultados obtidos para o teor de cafeina nas diferentes amostras de géneros alimenticios analisa-
das para as amostras que apresentaram valores superiores: o café instantaneo, o cha preto e a chicéria café (A) e para as amostras que

apresentaram baixos valores de cafeina: o Cappuccino Descafeinado, a Bebida energética, a Coca-cola e o Ice Tea (B).
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Verificou-se, conforme expectado, que o café instantaneo/sollvel era o que apresen-
tava o teor de cafeina superior, seguindo-se o cha preto, a mistura de chicéria e café, cappuc-
cino descafeinado, bebida energética, coca-cola e ice tea.

Estes resultados foram posteriormente comparados com valores de referéncia de arti-
gos cientificos, assim como os valores presentes na ISO 20481:2008, para verificagado cientifica

dos dados experimentais. Estes valores foram compilados na Tabela 3.11.

Tabela 3.11 - Comparacdo dos valores experimentais com dados de referéncia de diversas fontes, dos teores de
cafeina de mg por 100 mL ou 100 g de produto.

]SO 20481:2008; Reis, R. J. P. (2015); <Ibekwe, N. N., et a/. (2022); 440% do valor de ISO 20481:2008; 240% do valor
de Reis, R. J. P. (2015); fNour, V. et a/. (2010); 9Abd-Rabboh, H. S. et a/. (2022); "Hackett, J., et a/. (2008).

Valor experimental Valores literatura (mg/100 g ou Concentragdo no rétulo

(mg/100 g ou 100 mL) 100 mL) (mg/100 g ou 100 mL)

31907 3750°
1737 1225 - 2176¢ -
1685 1276¢; 1516 2450 5
14 17 - 40f 15
51 28 - 49" 72 - 1097, 75P -

Para o café soluvel foi obtido o valor experimental de 3324 + 209 mg/100 g de produto,
sendo que na rotulagem deste era indicado que cada preparado com 2 g de café soluvel teria
aproximadamente 91 mg de cafeina, pelo que nas ordens em analise, o produto teria aproxi-
madamente 4550 mg de cafeina por 100 g de café. Ja a ISO 20481:2008 indica-nos valores na
ordem das 3190 mg de cafeina por 100 g de produto, valor este mais proximo do observado
experimentalmente. Ainda no trabalho desenvolvido por Reis, R. J. P. (2015), no qual foi usado
o procedimento descrito na ISO 20481:2008, o café soluvel teria valores médios de 3,75 g/100
g, 0 que equivale a 3750 mg/100 g. Sabe-se que os teores de cafeina vdo variar dependendo
do pais de origem do café analisado, da espécie de café usado, do seu estado de torra, da sua
origem geografica e do seu processo de producao (Trovo, R. S., 2017; Burdan, F. 2015), pelo
que estas diferencas observadas nos resultados serao previsiveis.

Relativamente aos dados obtidos experimentalmente para o cha preto observou-se
que existiam cerca de 1737 + 278 mg de cafeina por 100g de cha. Um estudo de Ibekwe, N.,

et al. (2022), determinou pela técnica de HPLC, que diferentes as amostras analisadas de cha
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preto continham valores de cafeina compreendidos entre os 12,21 e 21,76 mg/g, correspon-
dendo a 1221 e 2176 mg/100 g, pelo que, os valores obtidos experimentalmente encontram-
se dentro da gama dos valores destes autores, que usaram uma metodologia semelhante. Ex-
plicam ainda que as variacdes no teor de cafeina do cha preto devem-se as variacdes geogra-
ficas de onde é proveniente Camellia sinensis (cha preto), assim como do manejo da cultura,
as épocas de colheita e o processamento que sofre. Ainda indicam que a quantidade de cafeina
extraida dos chas também pode depender do método de preparacdo, ou seja, do tempo da
chamada infusdo, o que também tera sido demonstrado no trabalho de Nascimento, M. L.
(2014). E importante referir que neste trabalho experimental foram usadas as consideracdes
expressas na rotulagem para preparar a amostra (Tabela 3.9), sendo que 1 saqueta foi colocada
em 200 mL de agua a ferver, e posteriormente a solugdo tera sido deixada a repousar durante
2 a 3 minutos e no fim analisada.

A Chicoria (Cichorium intybus) é uma erva também conhecida como "endivia belga"
que pertence a familia Asteraceae. As raizes secas da chicdria sdo geralmente usadas como
substitutas do café, j& que o seu cultivo pode ser realizado em qualquer parte do mundo,
tornando o “café” de chicdria mais acessivel. Além disso, o sabor “café” da chicéria é catalo-
gado como amargo e levemente adocicado com notas de caramelo lembrando o sabor do
café com a particularidade de auséncia de cafeina (Pons Marques, J., 2021). Uma vez que esta
planta ndo apresenta cafeina sera expectavel que, numa mistura com café e chicéria os teores
de cafeina sejam inferiores do que numa solucdo com apenas café.

A bebida de chicdria e café revelou-se ser de dificil comparagdo, com valores da litera-
tura. Uma vez que se sabe que a rotulagem deste produto indica que tem presente 60% de
chicoria e 40% café soluvel expectava-se encontrar dados para tal, mas ndo foram adquiridos
resultados bibliograficos com estas proporgdes. No entanto, a ISO 20481:2008 enuncia valores
para uma bebida soluvel de chicdria e café, sem a mencao da percentagem de café, mas cujo
teor médio de cafeina se encontra nas 2450 mg/100 g, o valor obtido experimentalmente tera
sido inferior a este, apresentando-se na ordem das 1685 + 112 mg de cafeina por 100 g de
produto. Nao podendo fazer uma comparagédo concreta, nao é de todo disparatado assumir
que o valor para a chicéria podera ser 40% do valor referido para o café soluvel (devido a
chicéria ndo apresentar naturalmente cafeina) portanto tendo o café soltvel uma concentracao
de 3190 mg/100 g pela ISO 20481:2008, 40% deste valor sera 1276 mg/100 g, ja para o estudo

de Reis, R. J. P. (2015) teremos 1516 mg/100 g (40% de 3750 mg/100 g), valores estes mais
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proximos do resultado obtido experimentalmente. No entanto, tal como referido anterior as
disparidades nestes resultados podem ser explicadas por fatores como o tipo de café usado,
ja que dependendo do café soluvel em estudo, o teor de cafeina sera diferente, pois os cafés
mais consumidos e produzidos (café da espécie Arabica e Robusta) diferem no seu conteldo
em cafeina, sendo que a espécie Robusta contém mais cafeina que a espécie Arabica (Olechno,
E., et al 2021).

Nour, V. et al. (2010) realizaram o estudo da determinacdo de cafeina em diferentes
tipos de bebidas no mercado romeno, com o uso da técnica de HPLC. Para bebidas energéticas
concluiram que os contetdos de cafeina variavam entre os 16,82 e os 39,48 mg/100 mL, tendo
assim uma média de 30,96 mg/100 mL. A concentracdo obtida experimentalmente para este
tipo de bebidas encontrou-se nos 14,0 £ 0,4 mg/100 mL e, segundo a Tabela 3.9, o produto
continha 15 mg/100 mL, portanto um valor muito préximo da rotulagem e dentro dos valores
deste estudo, tratando-se assim de uma analise satisfatéria. Ja as bebidas gaseificadas, como
as Coca-colas light, normal e Pepsi, apresentavam uma média de 12,33 mg/100 mL de cafeina,
sendo esta de resultados compreendidos entre os 9,79 e os 14,38 mg/100 mL, estas variagdes
sao explicadas pelo facto de terem sido analisadas bebidas de diferentes marcas. Comparando
os valores bibliograficos, com os valores obtidos experimentalmente de 9,0 £+ 0,2 mg/100 mL
verificou-se que a coca-cola também se encontrava proximo dos valores expectaveis.

Outra investigacao citada por Abd-Rabboh, H. S. et a/. (2022) indica que as concentra-
¢des de cafeina em bebidas de ice tea se encontram nos valores de 13 a 68 mg/L, ou seja, 1,3
a 6,8 mg/100 mL. Experimentalmente foram obtidos resultados na ordem das 4,0 + 0,3 mg/100
mL, valor este que se encontra dentro da gama de valores bibliograficos.

Experimentalmente para o cappuccino descafeinado, o teor de cafeina encontrou-se
na ordem dos 51 £ 11 mg/100 g. Um estudo de Hackett, J., et a/ (2008) onde foram estudadas
10 amostras de produtos descafeinados por HPLC, chegou a conclusdo de que os teores de
cafeina se encontravam na ordem dos 28 a 49 mg/100 g, colocando o valor experimental ob-
tido muito préximo destes valores. Ainda a ISO 20481:2008 indicou valores na ordem dos 72
e 109 mg/100 g, valores estes superiores mas concordantes com o trabalho de Reis, R. J. P.
(2015), que apresenta valores médios de 75 mg/100 g e usa a mesma metodologia, sendo
estes resultados superiores aos obtidos neste trabalho. Conforme mencionado anteriormente
os teores de cafeina vao depender do tipo de café (da sua origem, estado de torra, etc.) (Trovo,
R. S., 2017; Burdan, F. 2015) e, o mesmo se inclui para o café descafeinado, como tal a obser-

vacdo destas discrepancias entre diferentes estudos sera provavel e expectavel.
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Repare-se que alguns dos resultados obtidos encontraram ligeiramente abaixo dos va-
lores bibliograficos, uma causa possivel desta disparidade pode dever-se a temperatura usada
para a extracao da cafeina. Segundo a norma, o conteldo de cafeina deve ser extraido num
banho a 90°C durante 20 min, com agitagdo ocasional, no qual, o interior da solu¢do devera
atingir os 90°C. Neste trabalho a amostra foi deixada no banho durante 30 min, ja que, de
acordo com outros procedimentos realizados no mesmo banho, foi indicado que as amostras
demoram cerca de 10 min até atingirem a temperatura desejada. A questdo sera se para este
procedimento experimental, dadas as amostras a analisar e os reagentes usados, a amostra
atinge a temperatura passados os 10 min.

Olechno, E., et al. (2021) indica que a temperatura da agua pode ter um impacto signi-
ficativo no teor de cafeina, pelo simples facto desta molécula ser moderadamente soluvel aos
20°C e atingir o seu maximo de solubilidade aos 100°C, pelo que uma diminui¢do na tempe-
ratura da agua, segundo o autor, presume-se que retardara a extracdo de cafeina numa bebida.
Uma vez que ndo se sabe ao certo quando é que as amostras terdo atingido os 90°C a con-
centracdo de cafeina podera ter valores superior ou inferiores aos dados bibliograficos, no
entanto como a disparidade nao foi elevada, considerou-se o ensaio viavel, ainda assim para
futuros testes aconselha-se o uso de um termdémetro dentro das amostras para verificar se
estas atingem os 90°C.

Para retirar quais quer tipo de duvidas sobre os teores de cafeina, devera ainda ser
adquirida uma amostra de referéncia para verificar em primeiro lugar, se todo o procedimento
foi realizado corretamente e, em segundo lugar para confirmar se as concentra¢des que estao
a ser obtidas pelo equipamento de HPLC sdo fidveis e préximas dos valores padronizados.

Além disso, o uso de outros métodos analiticos podera ser benéfico para a confirmacao
dos resultados, tais como: a espetrometria de massa (MS), espectrofotometria de UV-Vis (com
base no uso do comprimento de onda da cafeina — 272 nm), cromatografia gasosa com espe-
trometria de massa (CG-MS), cromatografia gasosa (CG), espetroscopia de infravermelho (IV)
e, ainda métodos eletroquimicos como sensores voltamétricos, potenciométricos, amperimé-
tricos e piezoelétricos (De Maria, C. A., & Moreira, R. F. 2007; Svorg, L. 2013). Os métodos es-
petrais sao frequentemente utilizados nos laboratérios analiticos, por serem de facil aquisigao,
no entanto, tém como grande desvantagem a necessidade de uma preparacdo de amostra,
que muitas vezes € um processo demorado e complicado, ja os métodos eletroquimicos ofe-

recem vantagens praticas, incluindo simplicidade de operacao, sensibilidade, baixo custo do
72

72



instrumento e menos sensibilidade aos efeitos de matrizem comparagdo com métodos espec-
trais (Svorg, L. 2013). Tendencionalmente estas técnicas tendem a ser menos dispendiosas e
igualmente sensiveis para a quantificacdo da cafeina, e com a vantagem de pouparem tempo
ao operador, isto especialmente para a técnica por espetrofotometria (Garg, A. K., 2021). Ainda
assim o HPLC tem a grande vantagem de possibilitar a automatizagdo do processo (com o uso
de um injetor automatico) é ainda um processo altamente preciso, no entanto ainda assim
caro, com a necessidade de pré-tratamento e muitas vezes complexo para analistas com me-

nores qualificagdes (Rezk, N. L., et a/ 2018).
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4

CONCLUSAO

O trabalho desenvolvido tinha como principal objetivo a implementacao e validacao de
um método para a determinagdo de cafeina, com o uso da técnica cromatografica de HPLC,
com posterior aplicacdo em géneros alimenticios. Dados os resultados satisfatérios na gama
de trabalho entre os 0,5 e os 160 mg/L verificou-se que este método tinha um limite de dete-
cao de 0,150 mg/L e de quantificagdo de 0,455 mg/L e, limites de repetibilidade e reprodutibi-
lidade semelhantes aos da ISO 20481:2008, de respetivamente 0,083 e 0,364, ndo excedendo
os 5%, permitindo-se garantir que a repetibilidade e a reprodutibilidade fossem de 95%. Pelo
que se conclui que ocorreu a validacao eficaz deste método.

Na analise aos produtos com cafeina, verificou-se que o café soluvel apresentou os niveis
superiores, na ordem das 3324 + 209 mg de cafeina por 100 g de café (produto), seguindo-se
o cha preto com 1737 + 278 mg/100 g, depois chicoria e café com 1685 + 112 mg/100 g,
Bebida Energética com 14,0 + 0,4 mg/100 mL, Cappuccino Descafeinado com 51 + 11 mg/100
g, Coca-cola com 9,0 + 0,2 mg/100 mL e Ice Tea com 4,0 + 0,3 mg/100 mL. Os resultados
obtidos encontraram-se dentro dos valores descritos nas referéncias bibliograficas e dentro
das indicacbes do Regulamento (UE) N.° 1169/2011. No entanto, aconselha-se para futuros
ensaios que, o CFPSA, realize a monitorizagdo da temperatura na extracdo da cafeina e, que
invista em "amostras cegas” para garantir a credibilidade dos resultados (através da compara-
¢do dos seus resultados com os do fornecedor da amostra).

O trabalho desenvolvido vai ainda permitir, que os formandos do curso de técnico de
controlo de qualidade do CFPSA, beneficiem de conhecimentos sélidos sobre esta metodolo-
gia cromatografica bastante usada em laboratérios de controlo de qualidade (o HPLC) e per-
mitira a aquisicdo de conhecimentos sobre a extracdo e o doseamento do teor de cafeina, em

diferentes géneros alimenticios.
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A

APENDICE

4.1 Apéndice acido Benzéico

Metodologia para a quantificagdo do acido benzdico

De 2011 a 2015 Marqués, A. I. realizou a "implementacao, otimizagdo e validacao de
um método analitico de quantificagdo de acido benzdico em compotas e doces de fruta" (Mar-
qués, A. I, 2015) no CFPSA. O estudo concluiu que as condigdes étimas para quantificar o

conteldo em acido benzdico da-se usando uma coluna de RP-18.

Fase Movel

Para a fase movel polar foi usado Metanol préprio para HPLC (MeOH) (HiPerSolv
CHROMANORM® ACS da VWR: Chemicals 85681.290) e uma solucao de Tampao de Acetato
de Amoénio a pH 4,40. Para tal, foram transferidas 3,8538 g de Acetato de Amobnia (AcNH,4
0,05M) (HiPerSolv CHROMANORM® ACS da VWR: Chemicals 153164R) para um frasco volu-

métrico de 1L, e adicionada agua para HPLC até perfazer a marcacao.

Soluc¢des Padrdo de Acido Benzoico

Solugao Stock

O Padrdo de Acido Benzobico (C4HsCOOH) foi adquirido pela Sigma-Aldrich 47849,
deste foram pesadas 0,032 g para um baldo volumétrico de 200 mL. Posteriormente foi adici-
onado metanol para HPLC. No final foi adicionada agua para HPLC e a amostra foi guardada
num frigorifico. Esta solu¢do correspondia a amostra com concentragdo de 160 mg/L.

Solu¢des Padrao

Para as amostras padrao foi usada a solucao padrao obtida no ponto anterior, e desta

foram feitas diluicdes sucessivas com metanol, pelo que foram retirados sucessivamente 25
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mL com o auxilio de uma pipeta volumétrica, de escorrimento total, para um baldo de 50 mL.
Posteriormente foi adicionada agua para HPLC até perfazer a marca, agitou-se e guardou-se a
solugao no frigorifico. Estas solu¢des correspondiam as concentragdes de 80, 40, 20, 10 e 5

mg/L.

Preparagao de doces de fruta, compotas e marmeladas

Foram pesadas 2 g de amostra e transferidas para um goblé 25 mL, no qual, de seguida
foram adicionados 20 mL de metanol. A mistura foi tapada por um vidro de reldgio e colocada
sobre agitagdo durante Th. Passado esse tempo, a mistura foi transferida para um balédo volu-
métrico de 25 mL e perfeito o volume com metanol. Posteriormente a mistura foi centrifugada,
na Rotofix 32 A da Hettich, durante 10 min na velocidade maxima (40 RPM/RCF x100).

No final o sobrenadante foi retirado com o auxilio de uma seringa e filtrou-se com a
membrana de poro 0,45 um. Apds este passo as amostras ficaram prontas para a leitura no
aparelho de HPLC.

Adicdo de padrao a amostras

No trabalho experimental realizado foi selecionada a amostra de doce de alperce e,
desta foram realizadas duas manipulagdes.

Na primeira manipulagéo foi usado o filtrado obtido no ponto anterior, retirando-se 10
mL deste e adicionados num baldo volumétrico de 20 mL, o qual foi perfeito com 10 mL da
solucao padrao de 160 mg/mL.

Na segunda manipulacdo foram seguidos os passos do ponto 4.1.1.3, no entanto em
vez de se usar metanol para a extracao do acido benzdico, no goblé e no baldo volumétrico

de 25 mL, foi usada a solucao padrdo de 80 mg/mL.

Resultados para o método do Acido Benzdico

O primeiro método desenvolvido no aparelho de HPLC trata-se da determinacdo do
acido benzoico.

Esta tese comecou pela analise deste método para verificar se o aparelho se encontrava
em condicBes e para me familiarizar com todo o procedimento para a aplicacdo de amostras.

Em primeiro lugar realizei a curva de calibragdo com os padrées de acido benzoico sendo
que foram feitos 6 padrdes:

*5mg/L

« 10 mg/L

» 20 mg/L
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* 40 mg/L

+ 80 mg/L

+ 160 mg/L

Com estes dados foi obtido o grafico (Figura 4.1) para a determinagdo da reta de cali-

bracao do tipo y = mx + b (4.1), com os valores:
4.1

[Area pico| = 52110 [Camostral — 1169

Reta de calibracao

9000000
8000000
7000000
6000000
5000000
4000000

000000 e

2000000 | .

1000000 | L L J
0

y=52110x - 1169
.......... R%=0,9994

Sinal analitico da area do pico

0 20 40 60 80 100 120 140 160

Concentracdo Padr3o Acido Benzdico (mg/L)
Figura 4.1 - Reta de calibracdo obtida pelos padrdes 5, 10, 20, 40, 80 e 160 mg/L de acido benzoico. Obten¢édo dos

valores para a curva de calibracdo exposta em 4.1.

Para os padrdes foram obtidas as areas seguintes:

Tabela 4.1 - Resultados obtidos para os cromatogramas dos padrdes 5, 10, 20, 40, 80 e 160 mg/L de acido ben-

z0ico, e o respetivo desvio padrdo, como o auxilio da curva de calibracdo exposta na equacéo 4.1.

Padrdo (mg/L) Area do Pico Tempo de Retencéo (tr) Concentragdo de acido benzbico no padrao (mg/L)

284347 9,410 548

520982 9,926 10,02
939685 9,432 18,06
2083042 9,392 40,00
4294940 9,399 82,44
8284659 9,423 159,01
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De acordo com a Tabela 4.1, foi verificado que as concentragdes das amostras se en-
contravam dentro dos valores expectaveis.

Posteriormente passou-se para a quantificacdo deste conservante em doces de fruta,
nomeadamente foram realizadas analises a um doce de alperce (adquirido num hipermercado)
para verificar a presenca de acido benzdico.

Em primeiro lugar foi analisado o doce de alperce sem qualquer manipulagdo, depois
numa segunda fase o filtrado dessa quantificagdo foi manipulado pela adicdo do padrao de
160 a 50% do volume, pelo que esta amostra teria, em principio, uma concentracao padrao
proxima ou superior ao padrdo de 80 mg/mL. No final o doce foi manipulado diretamente com
o padrdo de 80 mg/mL para observar se ocorreria a recuperacdo da concentracdo desse pa-

drao. Os resultados encontram-se expostos na Tabela 4.2.

Tabela 4.2 - Resultados obtidos para o teor em acido benzobico para o doce de alperce e, as respetivas manipula-
¢Bes, com o respetivo calculo da concentragdo de acido benzdico, como o auxilio da curva de calibracdo exposta

na equacao 4.1, média e desvio padrdo.

Area do Pico Concentragéo de 4cido benzéico (mg/L)

1,88

Os resultados obtidos demonstraram que o doce de alperce continha concentra¢des bai-

xas de acido benzoico, na ordem dos 1,88 + 0,67 mg/L, e para as amostras manipuladas as
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taxas de recuperacao obtidas foram favoraveis, permitindo concluir que o método de extracao
foi adequado para a quantificagdo do conservante.

E importante referir que nestas analises ndo foram realizados ensaios suficientes para a
determinacdo de coeficientes de variagdo, limites de repetibilidade, limites de quantificagdo e
detecdo, entre outros, pelo que a consequente validacdo ndo foi determinada ja que foram
analisadas menos de 10 amostras (como é sugerido pelo Guia Relacre (2000)). Pelo que este
primeiro estudo foi meramente para determinara se o aparelho de HPLC estaria a funcionar

corretamente e se, 0 método implementado pelo laboratério estaria bem validado.
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4.2 Apéndice Cafeina

No teste de Homogeneidade para avaliacdo da gama de trabalho, foi efetuada a repe-
ticdo de 10 injecSes consecutivas dos padrbes estremos da gama, o mais alto de 200 mg/L e
o mais baixo de 5 mg/L. E posteriormente conforme mencionado na introducao, foi feita a
comparagao dos valores da razdo das variancias dos padrdes, com o valor da distribuicdo F de
Snedecor/Fisher. Tendo-se observado que na Tabela 4.3 o valor de PG era superior ao de F e,

com tal a gama de trabalho teve de ser reduzida.

Tabela 4.3 - Teste de homogeneidade aos padrdes da gama alta, 200mg/L e 5mg/L, com a respetiva média de
areas, tempo de retencédo (tr) e concentracdo em mg/L (a partir da equacdo y = 35439x + 9824,5); variancias asso-
ciadas ao primeiro (S2) e ultimo (S%,) padrdo e o respetivo valor de PG e o valor tabelado da distribuicdo F de
Snedecor/Fisher.

Padrédo 200 mg/L Padrédo 5 mg/L

Area tr Concentragdo (mg/L) Area tr Concentragao (mg/L)
— 6722976 12,26 189,43 218671 13,95 4,47
7021118 12,26 205,07 185033 13,57 5,89
6809754 12,17 197,84 193613 13,92 4,94
7030586 12,07 191,88 192507 13,93 5,19
— 7277473 12,06 198,11 203758 13,96 5,15
“ 7228131 12,06 203,68 189312 14,03 5,47
7109756 12,08 200,34 175888 14,09 5,06
n 7061352 12,11 198,98 168386 14,02 4,69
“ 7525171 12,11 212,06 197661 13,65 5,30
“ 7360803 12,11 207,43 481437 13,61 13,31
m 7114712,00 12,13 200,48 220626,60 13,87 5,95
“ 47,20 6,84

Para a determinacdo dos teores de cafeina nos géneros alimenticios analisados foram

realizados os calculos seguintes:

Café instanténeo

[Mistura em solucdo aquosa] = 0,2089 g café/100 mL de solugdo, pelo que para 1L teremos
[solucao] = 2,089 g/L
[obtida pelo calculo experimental] = 75,7463 mg/L = 0,0757463 g/L

Pelo que:
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2,089 g amostra 0,0757463 g de cafeina

100 g amostra x g de cafeina

_ 100 x 0,0757463
x= 2,089

= 3,63 g cafeina/100 g de amostra

O café soluvel tem a indicacao na rotulagem de que, em 2 g de produto temos aproxi-

madamente 91 mg de cafeina, pelo que por 100 g de produto teremos:

2 g amostra 91 mg de cafeina
100 g amostra x mg de cafeina
100 x 91
X=——p—= 4550 mg cafeina/100 g de amostra = 4,55 g cafeina/100 g

e Coca-cola
Vinicial = 20 mL
[obtida pelo calculo experimental] = 17,1997 mg/L = 0,0171997 g/L

Pelo que:
0,0171997 g cafeina 1000 mL de solugdo
x g cafeina 100 mL de solugao
~100x0,0171997 _ 0.0017 fefna/20 mL
X = 1000 =0, g cafeina/20 m
0,0017 g cafeina 20 mL de solucdo
x g cafeina 100 mL de solugao
100 x 0,0017 )
x = —— = 0,0085 g cafeina/100 mL de amostra = 8,5 mg/100 mL

20

e Cha-preto
Para a infusdo feita foi usada 1 saqueta de cha que contém 1,8 g de cha, para 200 mL

de agua quente, pelo que temos: [Mistura em solugdo aquosa] = 9 g/L

1,8 gcha 200 mL

x g cha 1000 mL

_1000><1,8~9 L
X=""%00 -8
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Uma vez que, desta solucao, foram retirados 50 mL de amostra para um balao de 100

mL, podemos determinar a concentragao final desta amostra:
[inicial] X v; = [final] X vy <=>
<=>9 x 50 = [final] x 100 <=>

0
<=> [final] = =4,5g/L

100

[obtida pelo calculo experimental] = 86,4737 mg/L = 0,0864737 g/L

Pelo que:
4,5 g amostra 0,0864737 g de cafeina

100 g amostra x g de cafeina

_ 100 x 0,0864737
x= 45

= 1,922 g cafeina/100 mL de amostra

Para as restantes amostras os calculos efetuados foram semelhantes aos anteriores e,

os resultados encontram-se expostos nas Tabela 4.4 e Tabela 4.5.
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Tabela 4.4 - Resultados obtidos para a determinacdo dos teores de cafeina para as amostras de Bebida energética, Cappuccino descafeinado, Ice Tea e Coca-cola e,
respetivos padrdes analisados. Uso das retas de 15/03:y = 35439x + 9824,5; 09/05: y = 37488x - 57613; e 16/05:y = 35114x - 6540,7.

09/05/2023 20 = 10 754759 21,6702 12,327 -
09/05/2023 Bebida energética 20 100 1000046 28,2133 12,340 - 0,014
09/05/2023 Bebida energética 20 100 959200 27,1237 12,340 - 0,014
0,014 0,0004
09/05/2023 Bebida energética 20 100 1004924 28,3434 12,333 - 0,014
15/03/2023 Bebida Energética 20 100 959482 26,7970 12,707 - 0,013
11/05/2023 0,5 = 10 14084 0,5874 12,727 =
11/05/2023 Cappuccino Descafeinado 0,2000 100 30705 1,0607 12,700 0,055 0,053
11/05/2023 Cappuccino Descafeinado 0,2000 100 30894 1,0661 12,707 0,055 0,053 0.051 00107
11/05/2023 Cappuccino Descafeinado 0,2000 100 34089 1,1571 12,700 0,028 0,058 ' '
03/03/2023 Cappuccino Descafeinado 0,2000 100 36840 0,8998 11,827 0,063 0,045
11/05/2023 Ice Tea 20 100 256621 8,3823 12,673 - 0,004
11/05/2023 Ice Tea 20 100 267906 8,6833 12,673 = 0,004
0,004 0,0003
11/05/2023 Ice Tea 20 100 276743 8,9190 12,667 - 0,004
15/03/2023 Ice Tea 20 100 279011 7,5958 13,027 = 0,004
11/05/2023 Coca-cola 20 100 605659 17,6929 12,653 = 0,009
11/05/2023 Coca-cola 20 100 612257 17,8689 12,653 = 0,009
0,009 0,0002
11/05/2023 Coca-cola 20 100 585829 17,1639 12,687 = 0,009
15/03/2023 Coca-Cola 20 100 619364 17,1997 12,793 - 0,009
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Tabela 4.5 - Resultados obtidos para a determinacdo dos teores de cafeina para as amostras de Chicéria + Café, Cha preto e Café. as concentracdes foram obtidas com o
uso das retas de 15/03:y = 35439x + 9824,5; 03/04: y = 41490x - 42730; e 09/05: y = 37488x - 57613.

" Daa | Todeanosin | Main @)/ Vokme () | o | rea | Concantacko(n) || We(s/i) | Pelasa | Micia | DenvPacr
Chicéria + Café 0,2084 100 1190990 33,3067 12,773 1,770 1,598

Chicéria + Café 0,2084 100 1240323 34,6227 12,68 1,844 1,661

Chicéria + Café 0,2084 100 1142993 32,0264 12,493 1,699 1,537 11685 ot1e
Chicéria + Café 0,2084 100 1150638 32,1909 12,68 1,338 1,545

Cha preto 50 100 2175216 59,5612 12,453 - 1,324

Ché preto 50 100 3092507 84,0301 12,393 - 1,867

Cha preto 50 100 3041675 82,6741 12,347 - 1,837 1737 0278
Ché preto 50 100 3074365 86,4737 11,793 - 1,922

Café 0,2089 100 2694196 75,74625 11,813 3,548 3,626

Café 0,2089 100 2632226 64,47231 12,727 3,318 3,086

Café 0,2089 100 2601555 63,73307 12,287 3,279 3,051 3324 0,209
Café 0,2089 100 2747779 67,25739 12,512 3,464 3,220
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ANEXO

Para o método da determinacao do teor de cafeina foram realizados os ensaios de vali-
dagdo para os padrdes e amostras que continham cafeina. Para o teste de homogeneidade foi
necessario o uso da tabela de Distribuicdo de Fisher/Snedecor presente na Tabela 4.6.

Tabela 4.6 - Tabela de distribuicdo de Fisher-Snedecor para um intervalo de confianca de 99%. Fonte:

http://wiki.icmc.usp.br/images/f/f2/2011-TabelaFSnedecor.pdf. Acedido a 13 de marco de 2023.

Distribuiciio de Fisher-Snedecor — Valores de f, tais que P(F = f.) = 0,01, com
Fyiya.

R

W1
1 2 3 4 5 L] T ] B 10 11 12 13 14 15 20 40 60 120 240

4052.2 49993 54035 56243 57640 58590 58283 59810 60224 60559 60834 61067 G1258 61430 61570 62087 62884 63130 63195 63524
95502 00000 G064 00351 00302 S0.331 S0.35T O0.3T5 00300 99.307 90408 00419 00432 00436 G0.433 GO445 OOATT 99.484 99401 994095
34 116 30,816 20457 28,710 2B.237 27911 27671 27480 27345 27,228 27132 27.052 26,983 26924 26872 26690 26411 26,316 26,221 26,173
21,198 18,000 16604 15577 15532 15207 14976 14799 14 650 14,546 14 452 14,374 14,308 14 249 14198 14019 13745 13652 13558 13511
16258 13274 12080 11.302 10867 10672 10.456 10.280 10158 10,051 0063 0888 0E25 0770 9722 9853 9201 0202 9112 0.066
13745 10925 9780 9148 B 746 8466 B8.3I60 8102 7976 T&8r4 7700 7T.718 TEST ThHOS 7550 7396 7143 TO57 6960 6925
12246 9547 0451 7847 T480 7191 6993 6040 6719 6620 6538 6489 G410 6359 6114 6155 5008 5924 5737 54604
11250 BG4D TE51 TDO6E 6632 6371 6178 6020 5911 5814 5734 GL667 5609 5559 5515 5350 5116 5032 4946 4903
10562 B022 6592 6422 6057 5802 5613 5467 5351 5257 5178 5111 5055 5005 4962 4808 4567 4483 4398 4354
10044 TS50 G552 5004 5636 5386 5200 5057 4.942 4840 4772 AT06 4650 4601 4558 4405 4165 4.082 3906 3953
DE46 T.2DE 6217 5668 536 5060 4886 4744 4632 4530 4462 47397 4347 4200 43751 4099 3860 ITTE 3.6090 3647
933 6927 5553 5412 5064 4821 4640 4499 43BE 4206 4220 4155 4100 4052 4010 3858 3619 3535 3440 3405
9074 G701 5730 55 4862 4820 4441 4302 4181 4100 4025 3060 3805 3857 3815 3485 3425 3341 3255 30
BEB62 6515 65564 5035 4695 4456 4278 4140 4030 3936 3864 3B00 3745 3608 3656 3505 3266 3181 3.084 3050
BB} G355 5417 4893 4558 4318 4142 4004 3895 3805 3730 3668 3612 3564 3522 33T 3132 3047 2958 2914
B531 62X 532 4773 4437 4202 4026 34890 3TE0 3864 3616 3583 3404 3451 3409 3359 3048 2933 2345 2706
E4DD 6112 5185 4669 42336 4101 3927 3791 3682 3583 3518 3455 3401 3353 32 3162 2920 2835 2746 2700
8285 G013 5002 4579 4248 45 3841 3T0S 3567 3508 3434 33T 3G 3D 3227 3077 2835 2746 2660 2613
B18F 592 5010 4500 4171 3930 3ATES 3831 3523 3434 2360 3207 3242 3105 3153 3003 2781 2674 2584 2537
E.OBE 5849 4038 4431 4103 3871 3690 3.564 3457 3368 3284 3231 3A77T 3130 3088 2938 2695 2608 2517 247D
8017 5780 4874 429 4042 3812 3640 3506 2398 3310 3236 3473 2119 2072 3030 2880 2636 2548 2457 2409
T4 SHT16 48T 4313 3688 3758 3587 3453 3346 3258 3184 3121 3067 3019 2973 2827 28533 24056 2403 2355
T2B1 65664 4765 4264 30530 3ITI0D 3530 3406 32090 3211 3137 3074 3030 2873 2931 27a0 2536 2447 2354 2306
TaX) 65614 4718 4218 3895 3667 3496 3363 3256 3168 2004 3002 2977 2830 2889 2T 2492 2403 2310 2261

T.IT0 5.5688 4675 4177 3855 3.82T 3457 3324 3217 3120 3056 2903 20039 2902 2850 2699 2453 2364 2270 2220
Tr1 5528 4637 4140 3818 3591 3421 3298 2182 3094 2021 2,958 2904 2857 2815 2684 247 2327 2233 2183
TEIT 5488 4601 4106 3785 3558 3388 3256 23149 3062 2968 2926 20872 2824 2783 2632 2384 2294 2196 2148
TE3 5453 4568 4074 3754 3528 3358 3226 3120 3032 295 2806 2842 2785 2753 2602 2354 2263 2467 2117
T.588 5420 4538 4045 3735 3499 3330 3198 3082 3005 2931 2B68 2814 2767 2726 2574 2325 2334 2138 Z.0&T
T5E2 5360 4510 4018 3889 3473 3305 3ATI 3067 2976 20906 2843 2700 2742 2700 2549 22399 2208 2111 2060
T34 5478 433 38 3514 3291 3124 2993 28BE 2801 2727 2665 2611 2563 2522 2368 2114 2018 1917 1862
TAT1 5057 4199 3720 3408 3186 3020 2890 2785 2668 2625 2563 2504 2461 2419 2265 2007 1508 1803 1745
TOFY 4877 4126 3649 3339 3118 2953 2823 2TE 2632 2550 2406 2442 2304 2352 2198 1836 1836 1.726 1.666
6.963 4.881 4036 3.563 33255 3.036 2871 2742 2637 2551 24T 2415 2361 2313 2311 2115 1849 1746 1.650 1.566
6,895 4824 3984 3513 32068 2988 2823 2694 2590 2503 2430 2368 233 2265 2223 2087 1.797 14692 1572 1504
G851 4787 3040 3480 3174 2056 2792 2663 2550 2472 2306 2334 2380 2334 2191 2035 1.763 1656 1.533 1482
6742 4605 31BG4 3308 31004 2878 2714 2586 2482 2305 232F 2260 2205 2157 2114 1956 1677 1.5656 1.432 1.351
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