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Resumo

A ocratoxina A é considerada uma das micotoxinas mais toxicas para a saude, uma vez que
entra na cadeia alimentar do Homem, por esta sobreviver a maior parte dos processamentos a
que os alimentos sdo submetidos. A IARC classifica-a como provavel agente carcinogénico
para os humanos. E de extrema importancia o controlo dos seus niveis nos alimentos, assim
como a existéncia de planos de monitorizagdo dos niveis de contaminagdo, de modo a serem
tomadas medidas para reduzir o risco de contaminagdo e diminuir o risco da sua ingestao.
Sendo que uns dos alimentos mais consumidos diariamente, em todo o0 mundo, e dos mais
afetados pela contaminacéo desta toxina sédo o café e os cereais e 0s seus derivados. Assim
de forma a monitorizar os niveis de contaminagdo de ocratoxina A nesses géneros
alimenticios, o presente trabalho teve como objetivo a validacdo de uma metodologia analitica
para a sua quantificacdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), no laborat6rio de
Quimica da SGS Portugal. De forma a garantir fiabilidade dos resultados analiticos obtidos
foram avaliados pardmetros como a linearidade, os limites de detecdo e quantificacdo, a
repetibilidade, a precisdo intermédia e a exatiddo. Os resultados mostram que o método é
linear para uma gama de trabalho entre 0,500 e 10,0 ng/mL de ocratoxina A. O método permite
detetar o analito a partir de 0,266 ng/mL e quantifica-lo entre 0,500 e 10,0 ng/mL. O método de
HPLC apresentou repetibilidade e precisdo intermédia aceitaveis, uma vez que 0s respetivos
coeficientes de variagdo foram inferiores a 5 %. A exatiddo do método foi aferida recorrendo a
ensaios de recuperacédo, tendo-se obtido percentagens de recuperacédo entre 50 - 120 %. Uma
vez que estes pardmetros se apresentaram de acordo com os critérios estabelecidos para a

validacdo de um método analitico, o objetivo proposto foi cumprido.

Palavras-chave: Ocratoxina A, HPLC, Quantificagao, Validagéo, Cereais, Café torrado
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Abstract

Ochratoxin A is considered one of the most toxic mycotoxins to health, since it enters the
human food chain, and because it survives to most types of food processing. The IARC
classifies it as probable carcinogenic for humans. It is extremely important to control its levels in
food, as well as the existence of plans for monitoring contamination levels, in order to
implement measures to reduce the risk of contamination and ingestion. The most affected foods
around the world by the contamination of this toxin are coffee and cereals and their derivatives.
So in order to monitor the ochratoxin A contamination levels in these foodstuffs, the present
study aimed to validate an analytical methodology for their quantification by high-performance
liquid chromatography (HPLC), on the Chemistry laboratory of SGS Portugal. To ensure
reliability of analytical results parameters such as linearity, detection limits and quantitation,
repeatability, intermediate precision and accuracy were evaluated. The results show that the
method is linear for a range of concentrations between 0.500 and 10.0 ng/ml of ochratoxin A.
The method allows analyte detection from 0.266 ng/mL and it quantifies between 0.500 and
10.0 ng/mL. The HPLC method had acceptable intermediate precision and repeatability, since
the respective coefficients of variation were less than 5 %. The accuracy of the method was
checked using recovery experiments, being the yielding recovery percentages between 50 - 120
%. Once these parameters were in accordance with the criteria for the validation of an analytical

method, the proposed objective was achieved.

Keywords: Ochratoxin A, HPLC, Quantification, Validation, Cereals, Roasted coffee
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1. Introducéo

1.1 Enquadramento

As micotoxinas, quando ingeridas, sdo consideradas muito prejudicais para a saude
humana e animal. Uma vez que podem estar presentes em alimentos contaminados por
fungos, constituem uma séria preocupacdo para a salde publica em todo o mundo. A
contaminagdo dos alimentos pode ocorrer no campo, durante o transporte e/ou nho
armazenamento do produto, sendo por isso essencial a existéncia de planos de monitorizagédo
dos niveis de contaminacdo, de forma a serem tomadas medidas para reduzir o risco de
contaminag&o. O processamento térmico € uma das medidas usadas. No entanto a ocratoxina
A, foi considerada uma das micotoxinas mais txicas por ser termoestavel, pelo que pode nao
ser eliminada por processos que envolvam temperaturas elevadas. Posto isto, € de extrema
importancia a existéncia de regulamentos que indiqguem os limites maximos aceitaveis de
micotoxinas em alimentos para consumo, assim como a necessidade de se realizarem analises
de rotina para verificar o cumprimento da lei em produtos alimentares comercializados.

Assim, considerando a ocratoxina A uma das micotoxinas mais preocupantes devido a
sua toxicidade, as suas caracteristicas e por estar presente em alimentos que sdo consumidos
diariamente, como os cereais e 0s seus derivados e o café, este trabalho teve como objetivo a
realizacdo e validagdo de um método analitico para a sua quantificacdo, nesses mesmos
produtos, no laboratério de quimica da SGS Portugal.

A SGS Portugal ja tinha o teste Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA)
implementado para a determinagdo de ocratoxina A, mas por se tratar de um método pouco
preciso e sensivel e suscetivel a fatores fisico-quimicos, a metodologia utilizada no presente
trabalho para a sua quantificacdo foi a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

O método de HPLC é usado para separar e quantificar os compostos em estudo,
embora tenha um custo mais elevado que o ensaio imunoldgico, tem a vantagem de ter uma
elevada qualidade de separagcdo, um baixo limite de detecdo, uma alta sensibilidade e
capacidade de automacgdo. Quando combinado com as colunas de imunoafinidade, usadas
para purificar e isolar as micotoxinas presentes nas amostras, e um detetor de fluorescéncia,
utilizado por ser de facil utilizacdo, mais barato que o espectrometro de massa (MS) e por a
ocratoxina A apresentar uma fluorescéncia natural, esta técnica torna-se mais vantajosa para a
quantificacdo desta micotoxina.

Os resultados de uma validacdo servem para avaliar a qualidade, fiabilidade e preciséo
dos resultados analiticos obtidos.

Para a validacdo do método, o processo utilizado consistiu em confirmar se o
procedimento analitico realizado era adequado para a finalidade pretendida. Segundo o Guia
Relacre n°13, os requisitos minimos a serem considerados para uma analise quantitativa sdo a

curva de calibracdo (gama de trabalho e linearidade), os limiares analiticos (limite de detecéo e
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limite de quantificacdo), a precisédo (repetibilidade e precisédo intermédia) e a exatiddo através

de ensaios de recuperacéo.

1.2 Estrutura

No capitulo 1 é feito um enquadramento inicial do trabalho e é apresentada a estrutura
do mesmo.

O capitulo 2 caracteriza a empresa onde foi desenvolvida a componente préatica da
dissertacdo. Onde sado apresentados os dados histdricos do Grupo, assim como os setores de
atividade em que atua e os membros administrativos que o constituem.

O capitulo 3 refere-se aos efeitos das micotoxinas na salde humana, focando-se mais
no risco de contaminacdo de ocratoxina A em cereais e café. Também sdo mencionados os
limites maximos legislados para varios produtos alimentares.

No capitulo 4 sdo apresentados varios métodos analiticos usados na determinacgéo e
quantificacdo de ocratoxina A.

Visto neste trabalho ter sido aplicado o método de HPLC para a quantificacdo da
ocratoxina A, no capitulo 5 é explicado todo o seu funcionamento.

No capitulo 6 sao referidos os parédmetros minimos necessarios que devem ser
avaliados para se poder realizar o processo de validagao de um método analitico.

No capitulo 7 sdo descritos 0s reagentes, materiais e equipamentos utilizados, assim
como os passos efetuados no método experimental que foi posteriormente validado, para as
amostras de cereais e café.

No capitulo 8 estdo apresentados os pardmetros analisados para o processo de
validacéo, como também os resultados obtidos juntamente com uma breve discusséo.

O capitulo 9 corresponde a conclusdo do trabalho. Onde sdo abrangidos os aspetos

fundamentais deste trabalho pratico, bem como referidas as perspetivas futuras.
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2. Caracterizacdo da empresa
2.1 SGS - Société Générale de Surveillance, S.A

O Grupo SGS esta estabelecido como um simbolo de referéncia na prestacdo de
servicos de exceléncia e estd associado a valores como a independéncia, a qualidade, a
integridade, a confidencialidade e a inovacdo. De modo a garantir uma formacéo consistente,
eficaz e de alta qualidade aos colaboradores do Grupo assim como a outras empresas foi
criado a SGS Academy. A SGS ao organizar os laboratérios por centros de competéncia
regionais conseguiu uma cobertura multidisciplinar e mundial para qualquer tipo de produto:
alimentares, cosméticos, quimicos e petroquimicos, gases, materiais de constru¢cdo, maquinas,
vestuario e téxteis-lar, ceramicas, brinquedos, eletrodomésticos e outros aparelhos eletrénicos,
surgindo assim 0 SGS MULTILAB.

Neste Grupo esta englobada a SGS Portugal que se encontra atualmente sediada no
Pdélo Tecnolégico de Lisboa, e apresenta uma rede de escritérios de norte a sul do pais como
também nos arquipélagos dos Acgores e da Madeira e laboratérios em Lisboa, Trafaria e Sines.
Inicialmente, afiliada com sede na baixa Lisboeta, foi criada para se dedicar ao controlo de
operacBes de carga e descarga de cereais a granel, sendo posteriormente alargada a sua
atividade para outros setores adaptando-se as mudancas e exigéncias do mercado, nunca
esquecendo os principios e valores do Grupo. A SGS Portugal detém diversas competéncias,
inclusive na area da Gestao da Qualidade, assim por uma questdo de maior eficiéncia estas
foram agrupadas no SGS MULTILAB que é composto pelo Laboratério de Analises Fisico-
Quimicas, Microbiolégicas e Amostragem, atuando na &rea alimentar, cosmética, aguas de
consumo e residuos; Laboratério de Ensaios de Ambiente e Seguranca, Laboratério de
Ensaios N&o Destrutivos e Laboratérios de OGC (oil, gas and chemical) (SGS,
http://www.sgs.pt/).

Na Figura 2.1 estdo exibidos os logoétipos atuais do Grupo SGS, estabelecidos em
2002.

Wl

Figura 2.1 - Log6tipos do Grupo SGS
2.1.1 Enquadramento histérico
A SGS surgiu em 1878 na cidade de Rouen em Franca, sob o nome “Goldstick e

Hainze & C? e tinha como atividade inicial a inspecgéo e verificagdo da qualidade e quantidade

do grao a granel que chegava ao porto de Rouen. Ao fim do primeiro ano a companhia ja tinha
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aberto trés escritérios nos maiores portos de Franca e em 1913 tornou-se lider no negécio de

inspecdo de grao a granel na Europa. Ja sediada em Genebra na Suica, em 1919 a empresa

adotou o nome cuja sigla ostenta até hoje, SGS - Société Générale de Surveillance (SGS,
2012).

A SGS Portugal foi fundada em 1922 fazendo-se representar pela m&o de Ronald
Garland Jayne, em nome da empresa Garland Laidley, ainda hoje uma referéncia na logistica e
navegacao. Possivelmente devido a instabilidade politica que se fez sentir pela instauracao da
Ditadura Militar e fim da Primeira Republica Portuguesa, em 1926 a gestdo da empresa foi
delegada a René Aberlé pela sua experiéncia de trabalho com transacdes de trigo. Em 1928, o
Grupo SGS cresceu internacionalmente, com oficiais e afiliadas em 21 paises ao redor do
mundo (SGS, 2012; 2014).

Em 1938, o primeiro portugués a ser contratado pela companhia Portuguesa foi
Fernando Pereira, que se tornou numa figura marcante durante os seus 50 anos de servico,
por ser o responsavel pela continuidade da SGS Portugal na lideranga do mercado como
também por ter sido o primeiro gerente portugués nomeado em 1960. Em 1939 a SGS
expandiu-se para a inspec¢do e andlise de matérias-primas, minerais e metais através da
aquisicao de laboratérios na Europa e inicia a sua atividade na América do Sul, com escritdrios
na Argentina e Brasil, prestando servi¢os de inspecao agricola (SGS, 2014).

Na década de 60 a SGS iniciou a supervisdo a produtos petroliferos ao adquirir
empresas na Bélgica, j& no final dos anos 60 obteve a Redwood, empresa com referéncia
mundial no setor petroquimico, nascendo assim a é&rea da supervisdo de produtos
petroguimicos também em Portugal. A partir dai a companhia Portuguesa comecou a ter a sua
prépria identidade e deixou de ser simplesmente uma representacdo de Genebra. A SGS
Portugal ao longo dos anos foi fazendo contratos governamentais que permitiram o
crescimento da empresa e lhe impulsionaram diversas competéncias, passando a atuar nao s6
na area da inspecao como também na producdo de produtos agroalimentares e téxteis (SGS,
2012).

No inicio da década de 80 a empresa tomou a decisdo de abrir uma filial no Porto,
sendo nesta altura que a Garland a deixou de representar, ficando sob a chefia de Eugénio
Costa, um inspetor com grande experiéncia em Angola e que pretendia fazer carreira em
Portugal. Eugénio Costa chefiou as &reas da supervisdo agroalimentar e minérios no norte,
durante o resto da sua carreira. A importancia da inddstria téxtil no norte levou a expanséo da
filial levando nao apenas a abertura de um laboratério, como a aquisicdo do entreposto de
algoddo em rama na Maia. O laboratorio téxtil foi o primeiro em Portugal a ter implementado o
Sistema de Gestdo da Qualidade. Devido a dificuldade na capacidade de resposta dos
laboratérios externos subcontratados a SGS decidiu, no final dos anos 80, abrir um laboratorio
agroalimentar em Lisboa pela méo de Joaquim Martinho, engenheiro quimico que entrou na
companhia em 1975, o Unico licenciado dos quadros, e que em 1992 se tornou no primeiro
laboratério privado deste setor a ser acreditado. Nessa altura, a SGS tem 113 escritérios, 57

laboratérios e 9500 funcionarios atuando em mais de 140 paises (SGS, 2012; 2014).
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Em 1996, surgiu um servico completamente inovador em Portugal: as peritagens
automoveis. Face as necessidades de eficiéncia na resolucdo dos sinistros automoéveis as
seguradoras procuravam uma solucdo que oferecesse confianca aos consumidores, assim o
Bernhard Paul, administrador da SGS Portugal desde 1995, lancou um desafio para o
desenvolvimento de um servico em outsourcing da gestdo dos sinistros automaéveis, servico
esse que ja existia no Grupo na Bélgica e que nasceu oficialmente em Portugal no ano 1997.
Com a ajuda financeira do Programa Estratégico de Dinamizagdo da Industria Portuguesa
(PEDIP) foi possivel um grande salto tecnolégico, em 1997, transferindo-se a sede da SGS
Portugal para o Cacém, apds a construcdo de raiz de novas instalacdes e da aquisicao de
equipamentos mais modernos. Em 1998, a Certificacdo de OrganizacSes adquiriu uma
estrutura propria na SGS em Portugal (SGS ICS), sendo o primeiro a obter a acreditacéo para
a Certificacdo de Sistemas de Gestdo da Qualidade (ISO 9001), também nesse ano a
companhia criou o organismo de Ensaios ndo destrutivos. Um ano depois foi langado o servico
do cliente mistério — Mystery Shopping — com a aquisi¢do da empresa Lodge service.

No final da década de 90 e inicio do nhovo milénio a SGS Portugal chegou as ilhas sob
a direcdo de Rui Cordeiro e em 2003 nasceu a SGS Academy, entidade formadora da SGS. A
sede situada no Cacém foi transferida em 2005 para o Lumiar onde se encontra atualmente
instalada e redne todos os servicos (escritdrios e SGS MULTILAB) (SGS, 2012).

Atualmente, a SGS opera numa grande variedade de setores industriais empregando
mais de 80000 pessoas em todos 0s seus escritdrios e laboratérios existentes em quase todos
0s paises do mundo. O Grupo tem crescido constantemente para se tornar o lider da industria
que é hoje, resultado da melhoria continua da inovacdo, da reducdo dos riscos, da

produtividade e da eficiéncia das suas operagdes (SGS, 2014).

2.1.2 Organizacdo administrativa

Como em qualquer empresa, € fundamental haver uma combinacdo de esforcos e
responsabilidades entre individuos para ser possivel alcancar objetivos a nivel coletivo, que
seriam inatingiveis caso se tratasse de uma so pessoa.

O Conselho Operacional é composto por varios especialistas sendo que cada negécio
é liderado por um vice-presidente executivo e cada regido € liderada por um Chief Operating
Officer. O grupo relne-se regularmente ao longo do ano para determinar as estratégias e
prioridades da empresa e analisar o seu desempenho (SGS, 2014).

A SGS ¢ liderada por um grupo dindmico de pessoas com muitos anos de experiéncia
nas respetivas areas em que atuam.

Deste modo, o modelo organizacional da SGS permite uma rentabilizacdo méaxima das

metodologias de trabalho nas diferentes fungdes e regides.
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2.1.3 Competéncias/Setores de Atividade

A SGS é composta por varios especialistas internacionais que fornecem servicos em
todo o0 mundo, operando de forma eficiente e sustentavel, aprimorando processos, melhorando
a qualidade e produtividade, reduzindo riscos, verificando conformidade e agilizando a chegada
dos produtos ao mercado. As principais competéncias da SGS sdo a inspecao, verificacéo,
ensaio e certificacdo que sdo continuamente melhoradas para se tornar na organizagéo
prestadora de servicos mais produtiva e competitiva do mundo (SGS, 2014; 2016).

Os beneficios oferecidos pela SGS séo: i) seguranca, pois ajuda as organizacdes a
desenvolver sistemas de salde e de seguranca eficazes para proteger os trabalhadores, o que
gera confiangca ao consumidor; ii) qualidade, porque garante ao cliente a conformidade e a
qualidade dos produtos e servigos prestados; iii) confianga, uma vez que a empresa fornece
solucdes de inspecao, verificacdo e certificacdo transparentes e imparciais podendo o cliente
dar garantia dos seus produtos e servi¢os; iv) sustentabilidade, por encorajar os trabalhadores
a terem responsabilidade ambiental e a reduzir o risco de corrupgdo nos projetos dos clientes;
v) produtividade, dado a existéncia de formagdes que permitem o desenvolvimento de
competéncias especializadas do pessoal dos clientes; vi) redugéo do risco, devido aos servigos
disponibilizados pelo Grupo para fornecer solucdes de gestdo de risco conforme o legislado
nas normas; vi) rapidez a entrar no mercado, por facultar servicos de consultadoria,
independentemente da indUstria, que vai permitir ao cliente superar os desafios para entrar no
mercado (SGS, 2016).

A SGS é lider de mercado por atuar em varios setores da inddstria, dos quais fazem parte o
setor da agricultura & alimentacdo em que a empresa oferece solugfes que garantam que 0s
seus produtos estejam conforme os padrdes internacionais e cheguem com seguranga a mesa
do consumidor; a industria automoével onde o Grupo disponibiliza servicos que se concentram
na concecao, construcdo e operagdo de solugBes de inspegdo de veiculos em todo o mundo,
aumentando a seguranca dos automoveis, assim como ajuda a melhorar o desempenho e a
reducdo de riscos. Devido ao crescente uso de produtos quimicos a SGS entra neste mercado
oferecendo servicos laboratoriais que testam a seguranca dos produtos e para ajudar a
controlar o uso destes de acordo com os limites legislados. Processos seguros, eficientes e
confidveis sdo essenciais para a construcao de edificios ou infraestruturas, processos esses
suportados por estudos de viabilidade de construcdo, avaliacdo de risco e gestdo e por
materiais de qualidade fornecidos pela SGS. No setor de bens de consumo e retalho, como
tecidos, aparelhos e alimentos, os servicos prestados pela empresa garantem a sua qualidade,
conformidade e seguranca. Esta entidade também apoia o setor da energia apostando nas
energias renovaveis por ter em consideracdo o impacto ambiental. J& no setor das financas a
companhia oferece aos seus clientes orientagcbes em varias areas relacionadas com servigos
de gestédo financeira de projetos. No setor industrial, a equipa apoia os fabricantes quanto a
integridade, seguranca e confianca das suas atividades a fim de garantir que 0s processos e

projetos cumpram todos os requisitos de qualidade e desempenho. Os servicos
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disponibilizados pelo Grupo SGS como testes analiticos, ensaios clinicos e gestdo de
processos, no setor das ciéncias biolégicas, permitem que os produtos farmacéuticos cheguem
rapidamente ao mercado, com custos minimos e seguranca maxima. Outro dos departamentos
na qual a firma atua é na logistica, onde ajuda os seus clientes a desenvolver e aumentar os
seus negocios. Pode-se também encontrar esta companhia na indistria mineira por exibir
conhecimento especializado relativamente aos locais de mineragéo e no setor do petréleo &

gas uma vez que apresenta um solido conhecimento e dedicacdo quanto a qualidade e

seguranca, o que lhe permite oferecer solu¢des inovadoras (SGS, 2014; 2016).
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3. Micotoxinas

As micotoxinas englobam uma enorme diversidade de compostos quimicos com
potencial téxico, que sdo originados por fungos (Martins, 2003). Na natureza, sdo varios 0s
fungos capazes de as produzir, sendo estas patogénicas para o Homem e 0s animais
(Nogueira & Oliveira, 2006). Sao produzidas pelo metabolismo secundario dos fungos e podem
estar presentes num elevado numero de produtos alimentares e ragcdo animal. Ao contrario dos
metabolitos primarios, que sdo essenciais ao crescimento do fungo, estes metabolitos sao
formados durante o final da fase exponencial de crescimento e ndo possuem significancia para
0 crescimento ou metabolismo do organismo produtor. Geralmente s&do produzidos quando
grandes quantidades de precursores de metabdlitos primarios sdo acumulados, dependendo
também da temperatura, pH e humidade (Fani, 2012; Silva, 2013).

Estas toxinas sdo formadas sob condicbes ambientais especificas no campo (pré-
colheita), no periodo de pés-colheita, durante o armazenamento, processamento e distribuicao
(Uekane et al., 2010). As culturas que permanecem mais tempo no campo Sao mais
suscetiveis ao ataque fungico e, por isso, podem apresentar maiores niveis de micotoxinas
(Cacique, 2012). Um esquema genérico da producdo de alimentos até a chegada ao

consumidor esta exemplificado na Figura 3.1.

Cultivo agricola }—v Colheita
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Figura 3.1 - Diagrama representativo das fases de producédo de alimentos até ao consumo humano
(Adaptado de Serra, 2005).

Os fungos sédo capazes de germinar, crescer e produzir toxinas numa grande variedade
de produtos agricolas. Mas para isso acontecer devem existir condi¢gdes favoraveis, sendo os
principais fatores a humidade (mais precisamente, a atividade da agua) e a temperatura do
produto. Assim, sabe-se que os fungos em alimentos devidamente secos nao se conseguem
desenvolver. Por isso, a secagem eficiente dos produtos e a sua conservacdo sem humidade é

uma arma eficaz contra o crescimento de fungos e a producdo de micotoxinas. No caso dos



Validagdo do método de quantificacdo da ocratoxina A por HPLC em cereais e café, no

Laboratorio da SGS Portugal | Marlene Fernandes

cereais, grdos de café, frutos e sementes oleaginosas, ap6s colheita as culturas devem ser

secas imediatamente. A manutencdo de alimentos com uma atividade da agua abaixo de 0,7 é

uma técnica eficaz usada mundialmente para controlar estragos provocados por fungos em

alimentos. Condicdes apropriadas de armazenamento também sdo de grande importancia
(Fani, 2012; FIB, 2009; Serra, 2005).

Estima-se que 25 % da producdo mundial e 20 % da producéo europeia de alimentos
podem estar contaminadas com estas toxinas, originando graves consequéncias tanto a nivel
da seguranca alimentar como a nivel socioecondmico (Nogueira & Oliveira, 2006; Uekane et
al., 2010). As micotoxinas normalmente encontram-se nos cereais, frutos secos, cacau, cafe,
vinhos e carne, especialmente se a atividade da agua e a temperatura ndo forem devidamente
controladas (FIB, 2009; Lidon et al., 2014; Pereira et al., 2012). Esses alimentos quando
contaminados e ingeridos podem causar diversas doengas, agudas e cronicas, € em casos
extremos a morte, tanto em pessoas como em animais, 0 que suscita uma preocupacao por
parte de diversas organiza¢gfes internacionais. As intoxicacdes associadas a ingestdo de
alimentos ou rag¢des contaminadas com estes metabolitos sdo chamadas de micotoxicoses
(Martins, 2003). As micotoxinas podem afetar principalmente o figado e os rins e o sistema
nervoso, endécrino e imunitario, dependendo a gravidade dos seus efeitos da sua toxicidade,
do grau e do tempo de exposi¢do, da idade e do estado nutricional do individuo ou, até mesmo,
de eventuais sinergias entre diversas micotoxinas que possam estar presentes em simultaneo
nos alimentos (Nogueira & Oliveira, 2006; Pereira, 2008). Em termos de exposicdo e
severidade de lesdes cronicas, estima-se que as micotoxinas apresentem um risco maior que
0s contaminantes antropogénicos (pesticidas e aditivos), considerando como principal via de
exposi¢cdo a ingestdo de alimentos contaminados, apesar de existirem casos esporadicos por
inalacéo e por contacto com a pele (Murray, 2014; Serra, 2005).

Por se ter em consideracdo o citado acima, as micotoxinas sdo sentenciadas como o
principal risco alimentar na Unido Europeia (UE), uma vez que a sua presenc¢a, em niveis
superiores aos considerados toleraveis, representam uma ameaca para a seguranca alimentar
e um risco para a salde publica. As ocratoxinas e as aflatoxinas sdo dois grupos de
micotoxinas de elevado significado nos alimentos, ndo s6 pela sua incidéncia, mas também
pelo elevado nivel de toxicidade que apresentam sobre os humanos e animais. Dai a
necessidade da adocéo de leis para limitar a exposicdo do consumidor a estes contaminantes
e, a avaliacdo dos alimentos contaminados ser um fator de grande importancia (Silva, 2013;
Vieira et al., 1999).

3.1 Ocratoxina A
As ocratoxinas consistem num grupo de, no minimo, sete metabolitos secundéarios

relacionados estruturalmente, sendo que ja foram relatadas a ocorréncia natural de ocratoxina

A, B e C em produtos vegetal e animal. No entanto, a ocratoxina A (OTA) destaca-se pela

10
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maior toxicidade e ocorréncia natural em determinados produtos (Fani, 2012; Souza et al.,
2010; Uekane et al., 2010).
A OTA é uma micotoxina produzida por varias espécies de fungos do
género Aspergillus (Figura 3.2), em climas mais quentes e tropicais e, de Penicillium (Figura
3.3), em climas mais temperados (Onorio et al., 2011; Patono et al., 2011).

Figura 3.2 — Exemplo de um fungo do género Aspergillus (Murray, 2014)

Figura 3.3 — Exemplo de um fungo do género Penicillium (Houbraken & Samson, 2011)

Os fungos ocratoxigénicos por estarem amplamente distribuidos no ambiente, os
alimentos ficam sujeitos a hospeda-los, podendo ou ndo germinarem, crescerem e produzirem
toxinas. Isto porque se considera que as variagfes regionais e sazonais estdo diretamente
relacionadas com o tipo de toxina produzida (Ribeiro, 2007). Esses microrganismos podem
contaminar os produtos alimentares antes da colheita ou, mais frequentemente, durante o
armazenamento, por essa razao o controlo destas etapas, com a aplicacdo de protocolos de
prevencao, € indispensavel para reduzir a contaminacdo dos alimentos para niveis aceitaveis
(Duarte et al., 2010; EFSA, 2006; Kabak, 2009).

A ocratoxina A entra na cadeia alimentar do Homem, por ser uma molécula
moderadamente estavel ao sobreviver a maioria dos tipos de processamento utilizados na

producdo de alimentos (Ribeiro, 2007). Ja foi detetada em frutos secos, leguminosas, cacau,

11
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especiarias, bebidas como o vinho, sumo de uva e a cerveja, assim como em produtos de
origem animal, mas surge principalmente em produtos derivados de cereais e em café (CFS,
2014; Coronel et al.,, 2012; EFSA, 2006). No caso dos cereais, a contaminacdo ocorre
essencialmente durante a fase de armazenamento, especialmente em condi¢cdes de humidade
favoraveis. Ja no café, surge principalmente durante a fase da colheita e na secagem dos
grédos. Relativamente a contaminacdo das uvas e do vinho verifica-se que a medida que o
processo de maturagdo avanca a incidéncia de fungos ocratoxigénicos nas uvas aumenta. A
contaminag8o da cerveja resulta da utilizagdo de malte e cereais infetados durante o
armazenamento e na carne tem essencialmente origem na ingestdo de racdes contaminadas
(Nogueira & Oliveira, 2006).

O tipo de processamento e/ou tratamento utilizado nos produtos podem ser
responsaveis pela diminuicdo da contaminacdao inicial por ocratoxina A, embora se considere a
OTA um composto estavel por ndo ser destruido por meio de processos de preparacdo de
alimentos comuns, sendo necessarias temperaturas superiores a 250 °C durante varios
minutos, para reduzir a sua concentracdo (EFSA, 2006). Por exemplo durante o fabrico da
cerveja verifica-se que os teores de OTA vao diminuindo, provavelmente devido a hidrélise
proteolitica da ligacédo peptidica durante a maltagem. Foi demonstrado que cerca de 70 % dos
teores de OTA séo eliminados durante todo o processo de producédo da cerveja. Nos vinhos
também se observa alteracdes nos niveis de contaminagédo, havendo diferencas entre o vinho
tinto e branco. No vinho tinto a contaminag¢do costuma ser superior ao vinho branco pois ao
contrario do que acontece com este Ultimo, na fermentacdo o mosto e as peliculas fermentam
em conjunto, para permitir a extracdo de compostos corados e aromas, 0 que podera
maximizar a passagem de alguma micotoxina das peliculas para o mosto (Nogueira & Oliveira,
2006; Ribeiro, 2012). Apesar de tudo, a OTA é encontrada em varios produtos alimentares
processados e persiste através da cadeia alimentar, uma vez que é detetada em sangue de
humanos e no leite materno (Pereira, 2008). Portanto, considera-se que as micotoxinas podem
surgir de trés formas nos alimentos processados, podem estar presentes na matéria-prima,
formar-se durante o processamento ou apés o processamento, devido a mas condi¢bes de
armazenamento ou acondicionamento (Serra, 2005).

As micotoxinas podem afetar a salde humana e animal. A ocratoxina A uma vez
ingerida, por alimentos contaminados, € na maioria das espécies rapidamente absorvida no
estdbmago, devido as suas caracteristicas acidas, seguindo-se de uma absorcao lenta a nivel
intestinal, passando posteriormente para o sangue ao ligar-se a albumina e sendo distribuida
aos varios orgdos. A OTA é um toxico cumulativo com uma rapida absorcdo mas, com uma
eliminacédo lenta, constituindo um risco acrescido para os humanos uma vez que o tempo de
semi-vida desta toxina é de 35 dias (Nogueira & Oliveira, 2006; Ribeiro, 2007; Souza et al.,
2010).

Desde 1965 que vém sendo assinalados casos de intoxica¢des e doencas em animais
e humanos, desencadeadas pela ocratoxina A (Martins et al., 2007). Nos seres humanos, a

ingestdo de grandes quantidades de OTA foi associada a nefropatia endémica dos Balcas, uma
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nefropatia crénica descrita em varias regides rurais da Bulgaria, Roménia, Sérvia, Croacia e
Bdsnia. No entanto, a causa ainda nao foi estabelecida (Walker & Larsen, 2005). Nas aves,
verificou-se a diminuicdo da concentracdo de glicogénio, provocada pela inibicdo do transporte
ativo da glucose no figado, pela supressao da sintese de glicogénio a partir da glucose e pela
aceleragdo da decomposicdo de glicogénio. Este efeito tem sido atribuido ao decréscimo da
glicogénese devido a inibicdo pela OTA de uma enzima, a glicogénio sintetase (Martins et al.,
2007). Tendo em conta todos os dados existentes sobre a toxicidade da ocratoxina A, no painel
de contaminantes da cadeia alimentar da European Food Safety Authority (EFSA) considera-se
que é um veneno natural altamente tdxico para os rins por se acumular principalmente nestes
6rgaos, embora também seja conhecida como uma micotoxina que apresenta propriedades
cancerigenas, teratogénicas, embriotoxicas e possivelmente, neurotéxicas (EFSA, 2006; FAO,
2006; Ribeiro, 2012). A IARC (International Agency for Research on Cancer) classificou a
ocratoxina A como provavel agente carcinogénico para os humanos, pertencendo ao Grupo 2B
uma vez que existem evidéncias comprovadas em animais de laboratério mas ndo em seres
humanos (IARC, 1993).

Quimicamente, as ocratoxinas sao derivados a e B da fenilalanina unida por uma
ligacdo amina a uma 3,4-dihidroisocumarina, sendo a ocratoxina A a mais conhecida e
importante, possuindo polaridade média e alta estabilidade térmica (Martins et al., 2007;
Uekane et al., 2010). A OTA é um composto cristalino incolor de férmula empirica C20H1s0OsNClI
que possui um peso molecular de 403,8 g/mol, sendo a sua estrutura quimica, constituida por
uma molécula de cloro, responsavel pelo carater toxico, representada na Figura 3.4 (Nogueira
& Oliveira, 2006). A ocratoxina A € muito sollvel em solventes orgénicos polares e fracamente
solavel em agua e, caracteriza-se por emitir fluorescéncia verde azulada quando excitada com
radiacdo ultravioleta de comprimento de onda igual a 366 nm, que muda para uma

fluorescéncia azul escura quando exposta a vapores de amoénia (Pereira, 2008).

CHj
Cl

Figura 3.4 — Estrutura quimica da ocratoxina A
Tendo em conta o referido acima, a pesquisa desta micotoxina em géneros alimenticios

e em alimentos para animais € um instrumento essencial para controlar a respetiva ocorréncia

€ prevenir os riscos associados (Martins et al., 2007).

13



Validagdo do método de quantificacdo da ocratoxina A por HPLC em cereais e café, no
Laboratorio da SGS Portugal | Marlene Fernandes

3.1.1 Principais Alimentos contaminados por ocratoxina A

3.1.1.1 Cereais

Os cereais sdo a semente comestivel de plantas pertencentes a familia Gramineae e
foram as primeiras espécies de plantas cultivadas por seres humanos, e por mais de dez mil
anos tém sido o alimento basico para muitas sociedades humanas. Sao classificados como o
grupo mais importante de culturas alimentares produzidas no mundo para a dieta humana. Pois
além do elevado teor de amido como fonte de energia, os cereais fornecem fibra, proteina e
lipidos ricos em &cidos gordos essenciais. Estima-se que o consumo mundial de cereais
fornece cerca de 50 % de proteina e energia necesséria para a dieta do Homem (Duarte et al.,
2010; Pereira et al., 2014).

Existe uma grande variedade de utilizacdes para este produto. O pdo € um dos
produtos mais importantes, sendo especialmente feito de trigo, centeio e milho. Os cereais de
pequeno-almogo também s&o outro produto que sdo cada vez mais consumidos em todo o
mundo, assim como produtos de panificagdo, como os biscoitos e bolos. Também sao
utilizados na preparacao de bebidas alcodlicas, como a cerveja (Duarte et al., 2010).

Entre 2002 e 2008, a presenca de micotoxinas em alimentos foi um dos incidentes que
mais violou a seguranca alimentar europeia (Pereira et al., 2012). Podendo por exemplo as
farinhas, devido a sua vasta utilizagdo tanto a nivel industrial como doméstico, servir de
transporte para varios tipos de contaminantes, inclusive as micotoxinas (Roseto & Delai, 2013).

A ocratoxina A é considerada um contaminante tipico dos cereais, uma vez que, na
Europa, cerca de 50% da sua ingestdo vem deste produto e dos seus derivados. Portanto, é
cada vez mais importante o controlo deste contaminante nos cereais, porque a sua presenca
no alimento pode causar danos para a salude humana e animal (Vieira et al., 1999).

O tipo de tratamento utilizado nos produtos pode interferir nos niveis de ocratoxina A.
No caso dos cereais, os processos fisicos de lavagem e de moagem dos grdos ndo sdo
suficientes para eliminar os teores de OTA dos grdos contaminados, uma vez que grande parte
permanece nas partes internas (fibra e gluten). Contudo, na producdo de farinha algumas
partes do grao de trigo sdo removidas, reduzindo provavelmente as concentracdes de OTA na
farinha e nos produtos derivados (Nogueira & Oliveira, 2006). A qualidade das farinhas pode
ser avaliada considerando diversas caracteristicas como a humidade, os minerais, os lipidos e
proteinas, que refletem o efeito benéfico e avaliam a qualidade tecnol6gica e nutricional do
produto. Um dos pontos-chave no controlo das micotoxinas em cereais é estabelecer as
condi¢bes 6timas de armazenamento, como uma boa ventilagao, temperatura e humidade, por
principalmente estes dois Ultimos fatores serem considerados criticos para o crescimento de
fungos e para a producéo de micotoxinas (Vieira et al., 1999).

A quantidade ingerida de ocratoxina A, através de cereais, depende da sua
concentracdo nestes alimentos, da quantidade de cereais consumidos e da frequéncia de

consumo (Villa & Markaki, 2009; Vidal et al., 2014). Os principais contributos para a dose diaria
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de ocratoxina A sao dados pelos cereais e produtos a base destes. No entanto, considera-se
que o tratamento térmico diminui o teor de micotoxinas nos cereais contaminados, embora
alguns estudos com farinha contaminada relatem que esta substancia quimica é estavel a
temperaturas elevadas, e que a sua concentracdo ndo diminui durante a cozedura. Dai a
prevencdo ser especialmente importante para evitar ao maximo as contaminacdes e proteger
os consumidores. Para isso, sdo fixados limites maximos para os cereais e seus derivados
assim como aplicadas a¢des preventivas destinadas a evitar contaminacdes em todas as fases

da cadeia de producéo e de comercializacdo (Vidal et al., 2014).

3.1.1.2 Café

O café é um produto agricola importante no mundo, sendo produzido em 78 paises,
representando grande parte dos recursos de paises em desenvolvimento (Uekane et al., 2010).
A planta do café pertence a familia Rubiaceae e ao género Coffea L., apesar de estarem
descritas mais de 66 espécies do mesmo género, somente duas sdo cultivadas e
comercializadas em todo o mundo, Coffea arabica e Coffea canephora, conhecidas
internacionalmente como o café arabica e robusta, respetivamente (Azevedo, 2015; Uekane et
al., 2010). O café arabica apresenta um menor teor de cafeina, uma acidez mais elevada, um
menor amargor, um aroma mais intenso e um sabor mais fraco comparativamente ao café
robusta (Azevedo, 2015). O fruto do cafeeiro usualmente chamado de cereja € normalmente
composto por dois graos, que sdo extraidos e secos resultando em dois graos de café verde,
como exemplificado na Figura 3.5, que sao depois torrados (FAO, 2006). A etapa de extragédo
geralmente pode ser efetuada por dois métodos: via seca ou via himida. A principal diferenga
entre eles reside no facto de na via hiumida os frutos serem despolpados e sujeitos ao processo
de fermentacéo antes da secagem, o que ndo se verifica na via seca, na qual os frutos séo

colhidos e secos inteiros ao sol (Martins, 2003).

Figura 3.5 — Fruto do cafeeiro constituido por dois graos (Azevedo, 2015)

A maioria dos consumidores de café provavelmente nunca ouviu falar da ocratoxina A.
Neste produto, os principais fungos responsaveis pela sua producdo sdo os Aspergillus
ochraceus, Aspergillus carbonarius e Aspergillus niger (FAO, 2006).

A ocratoxina A é considerada uma preocupacao para toda a cadeia alimentar do café.
A principal causa de crescimento de OTA sao as mas praticas de colheita e pés-colheita do
café. Em particular, uma secagem incompleta dos grédos de café pode resultar num ambiente

propicio ao crescimento de fungos que poderao resultar na formacéo de ocratoxina A. Apés a
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secagem, o café verde é normalmente armazenado durante dias, semanas ou meses, durante
o qual os teores de humidade devem ser mantidos baixos o suficiente para evitar o crescimento
de fungos (FAO, 2006; Wakefield & Company Limited, 2015). No entanto, considera-se que a
torrefacdo do café reduz os teores de OTA nos gréos, provavelmente devido as reacdes
guimicas que ocorrem durante este processo, ou seja, a aplicagdo de boas praticas durante o
tratamento, armazenamento e processamento do café ajuda a manter baixo os niveis de
humidade e de temperatura, sendo essencial para evitar ou reduzir a contaminacédo de gréos
de café verde com OTA (CFS, 2014; Nogueira & Oliveira, 2006; Romani et al., 2003).

A torra é uma etapa indispensavel para obter a bebida, pois provoca alteracdo da cor,
perda de peso, aumento do volume e diminuicdo da humidade do grdo do café, surgindo
através deste processo 0s sabores e aromas caracteristicos do café. Sendo também
responsavel pela diminuicao drastica de OTA, por envolver altas temperaturas (Azevedo, 2015;
Romani et al., 2003). No entanto, a temperatura aplicada deve ser cuidadosamente controlada
pois pode afetar as propriedades organoléticas do produto e causar a ocorréncia de varios
metabolitos toxicos. Apesar desta tendéncia de reducdo da OTA no café, o nimero de alertas
distribuidos entre os paises da UE, quanto a dete¢@o desta micotoxina no café, aumentou
dramaticamente durante os trés primeiros meses de 2013 relativamente aos anos anteriores
(Serna et al. 2014).

Pouco depois da descoberta de ocratoxina A em café torrado, a Unido Europeia lancou
um programa para harmonizar os regulamentos sobre micotoxinas nos géneros alimenticios
(GACTA, 2007). Além disso, a legislacdo mais restritiva por parte da UE foi aprovada com
relagéo a presenca de OTA em gréos torrados, café torrado e moido e café instantaneo (Serna
et al., 2014). Devido ao citado e a importancia econémica do café no mundo e da exigéncia de
padrdes de qualidade, é de suma importancia a existéncia de métodos para a determinacao e
guantificacdo de OTA devido ao risco potencial desta substancia na sadde humana. Pesquisas
em todo o mundo confirmaram a presenca da OTA em café verde, torrado e solivel em niveis
variando de 20 a 360 pg/kg, em café verde e de 3,2 a 17 pg/kg, em café torrado. Esta diferenca
de teores entre o café verde e torrado pode ser explicado pela redugdo de OTA durante o
processo de torrefacdo, podendo chegar a 90 %. Devido ao grande consumo de café pela
populacdo mundial e a presenca de OTA na bebida, estima-se que 12 % da ocratoxina A

ingerida seja proveniente da ingestdo deste produto (Uekane et al., 2010).

3.1.2 Legislagéo

De maneira a proteger a saude publica torna-se necessario manter 0os contaminantes
em niveis aceitaveis do ponto de vista toxicoldgico (ASAE, 2015).

Dada a ocorréncia de ocratoxina A numa gama alargada de produtos alimentares e
estando comprovada a exposicdo humana a esta micotoxina, diversos paises tém adotado
regulamentacdo adequada com o intuito de proteger os consumidores contra os efeitos nocivos

da micotoxina, em alimentos in natura e processados e, para estabelecer barreiras a
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comercializacdo de produtos contaminados com OTA acima de certos valores. Estas medidas

juntamente com o controlo dos fatores que conduzem a formacdo da OTA, sdo elementos

importantes para garantir que o consumidor esta adequadamente protegido (Fani, 2012;
Pereira, 2008).

No Continente Europeu 39 paises, que representam 99 % da populacdo europeia,
apresentam legislacdes para a regularizacdo de micotoxinas em alimentos e ragoes.
Comparada com outras regibes do mundo, a Europa dispde da mais completa e detalhada
legislacdo sobre micotoxinas em alimentos (Fani, 2012; Freire et al., 2007). Mas os peritos da
saude humana tém posic8es divergentes sobre as quantidades diarias de OTA que podem ser
ingeridos sem riscos, por isso, para a elaboracdo das legislacbes é necessario ter em
consideracgédo varios fatores, como por exemplo os aspetos cientificos, como a disponibilidade
de informagbes toxicolégicas, o conhecimento acerca da distribuicdo das micotoxinas nos
alimentos, além da metodologia analitica e os aspetos politicos e econémicos (Duris & Guyot,
2002; Pereira, 2008).

A Unido Europeia com o objetivo de controlar a exposi¢do da sua populagédo a
ocratoxina A e com o intuito adicional de harmonizar os diferentes limites legais estabelecidos
pelos seus paises membros, estabeleceu teores oficiais maximos de alguns contaminantes
através do Regulamento (CE) n.° 1881/2006 de 19 de Dezembro tendo em conta o risco
relacionado com o consumo dos alimentos. Relativamente a ocratoxina A os limites legislados
para diferentes géneros alimenticios podem ser observados na Tabela 3.1, embora alguns

produtos se encontrem ainda a espera da imposi¢éo de um limite legal (Pereira, 2008).
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Tabela 3.1 — Teores maximos (ug/Kg) estabelecidos pela Unido Europeia para diferentes produtos

alimentares (Regulamento (CE) n.° 1881/2006)
Produtos alimentares

Teores maximos (ug/Kg)

Cereais nao transformados

50

Todos os produtos derivados de cereais ndo
transformados, incluindo produtos a base de
cereais transformados e cereais destinados
ao consumo humano direto, com a excec¢éo

dos pontos @

3,0

Passas de uvas (uvas de corinto, uvas e

sultanas)

10,0

Café torrado, moido ou em grdo, com

excecao do café solavel

50

Café soluvel (café instantaneo)

10,0

Café verde, frutos secos que ndo uva passa,
cerveja, cacau e produtos derivados do
cacau, vinhos licorosos, produtos a base de

carne, especiarias e alcacguz

Vinho (incluindo vinho espumante e
excluindo vinho licoroso e vinho com teor
alcoométrico nao inferior a 15 % vol.) e vinho

de frutos ®

20@

Vinho aromatizado, bebidas aromatizadas a
base de vinho e cocktails aromatizados de

produtos vitivinicolas ®

20@

Sumo de uva, concentrado de uva
reconstituido, néctar de uva, mosto de uva e
concentrado de mosto reconstituido,

destinados ao consumo humano direto ©

20@

@ Alimentos a base de cereais e alimentos
para bebés destinados a lactentes e criancas

jovens () @®)

0,50

@ Alimentos dietéticos destinados a fins
medicinais especificos © (19 especificamente

destinados a lactentes

0,50

(3) Géneros alimenticios enumerados nesta categoria, tal como definidos no Regulamento (CE) n°

1493/1999 do Conselho de 17 de Maio de 1999 que estabelece a organizacdo comum do mercado

vitivinicola (JO L 179 de 14.7.1999, p. 1) com a ultima redacgdo que Ihe foi dada pelo Protocolo relativo as

condicdes e regras de admissao da Republica da Bulgaria e da Roménia a Unidao Europeia (JO L 157 de

21.6.2005, p. 29).
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(4) O teor maximo aplica-se aos produtos provenientes das colheitas a partir de 2005.

(5) Géneros alimenticios enumerados nesta categoria, tal como definidos no Regulamento (CEE) n°
1601/91 do Conselho, de 10 de Junho de 1991, que estabelece as regras gerais relativas a defini¢éo,
designacao e apresentagdo dos vinhos aromatizados, das bebidas aromatizadas & base de vinho e dos
cocktails aromatizados de produtos vitivinicolas (JO L 149 de 14.6.1991, p. 1), com a ultima redagao que
Ihe foi dada pelo Protocolo relativo as condi¢cdes e regras de admissdo da Republica da Bulgaria e da
Roménia a Unido Europeia. O teor maximo de OTA aplicavel a estas bebidas depende da proporgdo de
vinho e/ou mosto de uva presente no produto acabado.

(6) Géneros alimenticios enumerados nesta categoria, tal como definidos na Diretiva 2001/112/CE do
Conselho, de 20 de Dezembro de 2001, relativa aos sumos de frutos e a determinados produtos similares
destinados a alimentacéo humana (JO L 10 de 12.1.2002, p. 58).

(7) Géneros alimenticios enumerados nesta categoria, tal como definidos na Diretiva 96/5/CE, Euratom da
Comisséo, de 16 de Fevereiro de 1996, relativa aos alimentos a base de cereais e aos alimentos para
bebés destinados a lactentes e criangas jovens (JO L 49 de 28.2.1996, p. 17), com a Ultima redacdo que
Ihe foi dada pela Diretiva 2003/13/CE (JO L 41 de 14.2.2003, p. 33).

(8) O teor maximo refere-se a matéria seca. A matéria seca é determinada em conformidade com o
Regulamento (CE) n° 401/2006.

(9) Géneros alimenticios enumerados nesta categoria, tal como definidos na Diretiva 1999/21/CE da
Comissdo, de 25 de Marco de 1999, relativa aos alimentos dietéticos destinados a fins medicinais
especificos (JO L 91 de 7.4.1999, p. 29).

(10) O teor méaximo refere-se, no caso do leite e dos produtos lacteos, aos produtos prontos a usar
(comercializados como tal ou reconstituidos segundo as instrugdes do fabricante) e no caso de outros
produtos que ndo o leite e os produtos lacteos, a matéria seca. A matéria seca é determinada em
conformidade com o Regulamento (CE) n°® 401/2006.

O cumprimento desta legislacdo obriga 0os agentes econémicos a controlar a presenca
de certas micotoxinas em alguns alimentos e impede a comercializacdo dos produtos
contaminados com valores acima dos regulamentados (Pereira, 2008). Assim, os produtos
alimentares exportados sofrem controlos prévios a exportacdo de forma a verificar se os
produtos oriundos de paises terceiros satisfazem os requisitos da Unido Europeia, ou seja,
para um pais terceiro obter a aprovacdo é necessario demonstrar que o0s controlos efetuados
antes da expedicao sdo suficientemente eficazes e eficientes para substituirem ou reduzirem
os controlos documentais, de identidade e fisicos previstos na legislagdo da Unido Europeia

(COM, 2010).
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4. Métodos para determinacao de ocratoxina A

A detecédo e quantificacdo de micotoxinas em alimentos € essencial para avaliar quais
0s produtos responsaveis pela exposicao da populacdo a estes contaminantes, assim como
para gerir e controlar os seus teores nos produtos alimentares (Serra, 2005). A determinacéo
destas toxinas faz-se através de métodos analiticos adequados a finalidade a que se destinam.
Atendendo a composicdo complexa de matrizes alimentares e racdo animal, a concentracéo
vestigial de micotoxinas encontrada nesses produtos, bem como a ampla gama de
propriedades fisicas e quimicas destas, constata-se a necessidade de técnicas de detecao
seletivas e sensiveis (Pereira et al., 2014; Soleymani et al., 2012). Assim, de modo a escolher o
método mais adequado para a matriz em estudo é necessério ter em consideracdo varios
fatores como a legislagéo, o equipamento disponivel, o tipo de resultado pretendido (qualitativo
ou quantitativo), o nimero de amostras a analisar e a validacdo das técnicas (Ribeiro, 2012).

Uma vez que a ocratoxina A (OTA) é uma micotoxina, esta deve ser investigada nos
alimentos, pelos motivos acima referidos. De forma a serem obtidos resultados crediveis, é
necessério verificar o sistema de medicéo, ou seja, deve-se recorrer a validacdo dos métodos
analiticos utilizados (Souza et al., 2010; Uekane et al., 2010).

Para a monitorizacdo da presenca de ocratoxina A em alimentos, ja foram usados
métodos cromatograficos tais como a cromatografia de camada fina (TLC), cromatografia
gasosa acoplada a espetrometria de massa (GC-MS), cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espetrometria de massa (LC-MS) e espectrometria de massa acoplada a plasma
indutivo (ICP-MS), assim como por métodos imunoldgicos como o teste ELISA (Enzyme Linked
ImmunoSorbent Assay). A unido LC-MS é considerada uma das técnicas mais avancadas
disponiveis para a detegdo de toxinas (EFSA, 2004; Pereira et al., 2014; Prelle et al., 2013;
Soleymani et al.,, 2012). No entanto, a técnica mais comum é baseada em colunas de
imunoafinidade (IAC) em combinacdo com a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
seguida da detecéo por fluorescéncia (FLD), tendo diferentes limites de quantificacdo, que
variam desde 0,1 a 2 ng/mL. Esta técnica tem sido utilizada com sucesso para analisar um
elevado numero de cereais e os seus derivados assim como frutos secos (FAO/WHO, 2001;
Prelle et al., 2013; Uekane et al., 2010).

A complexidade das amostras requer um tratamento prévio, composto por varias
etapas, antes de serem determinadas. A maioria dos métodos analiticos, utilizados para
analisar a ocratoxina A, tém varias etapas em comum, como a amostragem, homogeneizacéo,
extracdo, separacéo/purificacdo e a detecéo (Pereira et al., 2014, Prelle et al., 2013).

A amostragem é apontada como a principal fonte de variacdo dos resultados, pois
habitualmente s6 uma pequena percentagem do produto alimentar esta contaminada, e se a
amostra ndo for bem homogeneizada, a porcao retirada para analise pode ndo ser
representativa do produto em estudo. Ela deve ser aleatdria, tendo os diferentes fragmentos a

mesma probabilidade de ser escolhidos. Para homogeneizar amostras sélidas pode utilizar-se
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um moinho por exemplo, sendo que quanto menor o tamanho das particulas, mais
homogeneizada estara a amostra (Serra, 2005).

Para a extracdo de micotoxinas de alimentos sélidos, geralmente sdo empregados
solventes organicos ou misturas de solventes organicos, como por exemplo diferentes
proporgoes de metanol ou acetonitrilo, e dgua. Assume-se que a micotoxina extraida vai estar
igualmente distribuida na fase liquida e excluida da fase sélida. A validade desta hipotese vai
refletir-se nas taxas de recuperacdo do método. A forma fisica de misturar o solvente com o
alimento e o tempo de contacto entre eles influencia a eficiéncia de extracdo (Serra, 2005;
Soleymani et al., 2012).

A separacdo da amostra é feita apds a extracdo, e consiste na recuperacdo da parte
liguida a fim de se isolar a micotoxina do extrato. Geralmente, a separacgdo de extratos faz-se
recorrendo a colunas de extracdo em fase soélida, como as IAC que isolam a OTA duma matriz
aumentando a seletividade do método. O uso de colunas de imunoafinidade combinadas ou
ndo com técnicas de extracdo de solventes é vulgarmente utilizada em analises a produtos
alimentares. Quando se passa 0 extrato liquido pelas colunas, o analito € retido e as impurezas
sao lixiviadas. Para recuperar o analito fixo na coluna é utilizado um solvente ou mistura de
solventes, dependendo do tipo de micotoxina em estudo (Serra, 2005; Prelle et al., 2013).

Para a detecdo de micotoxinas existem dois tipos de métodos, os de determinacéo
rapida, sendo pouco rigorosos na quantificagdo, como no caso do método ELISA, disponiveis
comercialmente para varios contaminantes e, os métodos de confirmagdo, que permitem
conhecer de forma mais exata 0s niveis de micotoxina presentes, bem como confirmar a
identidade do analito, sendo o caso dos métodos cromatograficos. A confirmacéo da identidade
de analitos faz-se por comparac¢do com o padrdo. Em caso de duvida ou numa situagédo ainda
nao descrita, a identidade do contaminante pode ser confirmada por recurso a processos de
derivatizacdo, que alteram as propriedades do analito, ou por andlise do seu espectro (Serra,
2005).

Seguidamente serdo descritas as técnicas utilizadas para determinacdo de ocratoxina
A, assim como a aplicacdo das colunas de imunoafinidade, uma vez que sdo de grande
importancia para a captura da micotoxina e por terem sido empregues neste trabalho. O HPLC
por ser o método mais utilizado para quantificacdo de OTA e ter sido a técnica utilizada neste

estudo, serd explicado todo o seu funcionamento no capitulo seguinte.

4.1 Colunas de imunoafinidade

O passo de purificacdo € uma das etapas mais relevantes na andlise de micotoxinas,
pois a pureza da amostra afeta a resolucdo de separacédo e a sensibilidade dos resultados
obtidos (Costa, 2014).

As colunas de imunoafinidade sao preparadas com anticorpos, especificos as toxinas
em estudo, acoplados as particulas de gel, destacando-se pela sua simplicidade, alta

especificidade e recuperagéo, que melhora os limites de detecdo, baixa o valor percentual do
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coeficiente de variacdo (CV) e possibilita a andlise de mdultiplos compostos em distintas
matrizes. Os anticorpos usados podem ser monoclonais ou policlonais e sdo considerados
como grupos funcionais ligados a um suporte sélido com caracteristicas préprias e singulares.
Os monoclonais séo de pureza elevada e mais sensiveis as condi¢cdes de ligacdo do que os
anticorpos policlonais (Amado, 2002; Costa, 2014). Uma vantagem indiscutivel esta na
utilizacdo de solugBes tampéo que dispensam a aplicacdo de grandes volumes de solventes
toxicos durante a preparagdo de analitos. J& existem IAC que permitem a detecdo de multiplas
micotoxinas, mas estas para além de serem escassas requerem extragoes duplas, o que torna
a andlise mais demorada e pouco conveniente, pois requerem que uma grande quantidade de
amostra diluida passe pela coluna. No entanto, as principais desvantagens na utilizacao deste
material sdo os elevados custos envolvidos e o facto de a coluna sé poder ser usada uma vez,
devido a desnaturacdo dos anticorpos (Costa, 2014; Fuijii et al., 2004).

As colunas, utilizadas neste trabalho, conttm uma suspensédo de gel de anticorpo
monoclonal especifico para a ocratoxina A. A utilizagdo de um anticorpo monoclonal faz o teste
altamente especifico para a micotoxina alvo e proporciona uma melhor sensibilidade. Apds a
extracdo da toxina da amostra, o extrato € filtrado, diluido e passado lentamente através da
coluna de imunoafinidade. Qualquer toxina que esteja presente na amostra é retida pelo
anticorpo dentro da suspensdo de gel, sendo a coluna lavada para remover o material nédo
ligado. Posteriormente a micotoxina é libertada da coluna, ao ser eluida com um solvente que
desnatura o anticorpo, sendo o eluato recolhido para posterior anélise por HPLC ou LC-MS
(Serra, 2005). Estas colunas apresentam um tempo de vida de 18 meses a 4°C (R-Biopharm
Rhoéne Ltd., 2004). Na Figura 4.1 estd exemplificado o funcionamento das colunas de

imunoafinidade.
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anticorpo extrato da amostra Os anticorpos isolam passagem do
especifico (contendo a toxina) e concentram a solvente através da
imobilizado é passado através toxina retendo-a na coluna desnatura o
da coluna coluna anticorpo e liberta a

toxina
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Figura 4.1 — Funcionamento das colunas de imunoafinidade (Adaptado de R-Biopharm Rhdéne Ltd., 2004)

Por vezes, interac6es ndo especificas entre os componentes da matriz e a suspensao
de gel da coluna podem afetar o processo de purificagdo, mas em geral, as colunas de
imunoafinidade sdo muito eficientes a remover impurezas. O resultado desta etapa € uma

melhor limpeza e concentracao da toxina a partir de amostras de géneros alimenticios, que dao
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um cromatograma muito mais limpo, proporcionando uma detecdo mais precisa e sensivel
(Serra, 2005).

4.2 Métodos cromatograficos

Atualmente, as técnicas cromatograficas, como a cromatografia liquida de alta
eficiéncia e a cromatografia gasosa, acopladas ao detetor de espectrometria de massa séo
muito utilizadas na analise quantitativa de micotoxinas, enquanto que a sele¢do de amostras é
frequentemente realizada pela cromatografia de camada fina. Os métodos cromatograficos
podem separar um grande namero de analitos, incluindo alguns com grandes diferencas na
estrutura quimica (Pereira et al., 2014).

A andlise da ocratoxina A é tipicamente realizada recorrendo a cromatografia liquida de
alta eficiéncia de fase reversa, com diversas fases méveis, sendo compostas por metanol ou
acetonitrilo acidificado e 4gua (Ribeiro, 2007)

Quanto aos detetores, podem ser utilizados os de arranjo de diodos, de fluorescéncia
ou de espetrometria de massa. Anteriormente, apenas os detetores de arranjo de diodos e de
espetrometria de massa apresentavam uma base de dados que permitia confirmar a identidade
do pico, através do tempo de retencao. Atualmente, detetores de fluorescéncia fornecem uma
ferramenta adicional automizada para a confirmagéo do pico e o controlo da sua pureza. Os
espetros do detetor de arranjo de diodos sdo quase idénticos aos espetros de excitacdo de
fluorescéncia, sendo as diferencas espetrais causadas pelas caracteristicas especificas dos
detetores, tais como a resolucdo espectral ou os tipos de lampadas. No entanto, para a
detecdo da OTA o detetor de fluorescéncia € a forma mais frequentemente reportada na
literatura, seguida da detecdo por espectrometria de massas (Cacique, 2012; Schuster &
Schulenberg-Schell, 2000).

No método HPLC-FLD, a confirmacado da identidade da micotoxina pode fazer-se por
comparacao do tempo de retencdo do pico cromatogréafico observado com o do padrdo ou por
derivatizacdo do composto. As rea¢Bes de derivatizacdo podem ser usadas para confirmar a
presenca do analito, assim como para aumentar a sensibilidade do detetor e garantir a
seletividade do método. No entanto, a forma mais comum de confirmar a identidade é através
da observacdo do padrdo, por ser mais rapido e simples. Se a resposta do detetor aumentar
proporcionalmente a quantidade de padrao adicionado é provavel que o metabolito em questao
seja 0 mesmo do padrdo. Pelo contrario, se surgem dois picos cromatograficos distintos, entdo
trata-se de metabolitos diferentes (Cacique, 2012; Nollet, 2000; Rosseto & Delai, 2013; Uekane
et al., 2010).

A juncdo de HPLC com o sistema de detecao por espectrometria de massa € usada
para a determinacdo de OTA, pois combina a alta resolu¢cdo na separacdo cromatografica com
uma grande sensibilidade e especificidade do espectrémetro de massa, permitindo a
confirmagédo e elucidagéo estrutural da OTA, a fim de minimizar falsos positivos. O ponto de

partida para uma analise por espetrometria de massa passa pela formagéo de ifes gasosos do
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analito, sendo este método ditado pelo processo de ionizacdo. Existem multiplas técnicas de
ionizacao utilizadas na espectrometria de massa, como por exemplo a ionizacdo quimica,
impacto eletrénico, ionizacdo por eletronebulizacdo (ESI) e ionizacdo por termonebulizacéo.
Em que a técnica de ESI foi extensamente estudada para detecdo de OTA em alimentos, por
ser uma excelente ferramenta para esclarecimento estrutural e para quantificagdo de niveis
residuais dessa micotoxina (Faria, 2012; Uekane et al., 2010). A alta sensibilidade apresentada
por esse tipo de detetor ndo € necessaria para a maioria das matrizes, no entanto devido a
ampla ocorréncia de OTA e de uma legislacdo rigida para a sua presenca no café torrado,
torna necessario a disponibilidade de métodos validados cada vez mais sensiveis e capazes de
identificar niveis vestigiais de micotoxina em matrizes complexas como o café. Desta forma a
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massa, com diferentes
formas de ionizacdo, vem adquirindo destaque, sendo essencial fazer mais estudos
relativamente ao desenvolvimento, otimizagdo e validacdo de método para andlise de OTA no
café torrado. Todavia esta combinacdo acaba por ser um processo demorado, por requerer
equipamento muito caro e a necessidade de uma elevada manutencdo assim como pessoal
treinado e qualificado. Todos estes fatores sdo responsaveis por tornar o método inadequado
para analises de rotina na industria alimentar (Alcaide & Aguilar, 2013; Uekane et al., 2010).

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa pode ser utilizada com
sucesso para a confirmacdo da presenca de OTA em amostras por quantificar
simultaneamente varios contaminantes. Geralmente este método € pouco empregue em
andlises de rotina, uma vez que consome muito tempo, devido a etapa de derivatizagéo,
necessaria para atingir a volatilidade dos analitos (Pereira et al., 2014; Uekane et al., 2010).

A cromatografia em camada fina tem sido aplicada devido a sua simplicidade, baixo
custo e robustez, principalmente no café verde e torrado. Contudo possui uma baixa

sensibilidade, uma vez que sofre influéncia dos interferentes da matriz (Uekane et al., 2010).

4.3 Métodos imunolégicos

Os métodos imunolégicos sdo uma alternativa valida para a detecdo de ocratoxina A,
particularmente o imunoensaio enzimatico, o teste ELISA. Este tipo de método € aplicavel a
varios produtos alimentares, e utilizam anticorpos especificos para isolar as micotoxinas
presentes nas amostras (Alcaide & Aguilar, 2013; Amado, 2002; Rosseto & Delai, 2013).

A técnica ELISA é um método fundamentado no principio da interagao especifica entre
0 anticorpo e o antigénio (micotoxina em estudo). O método divide-se em trés etapas, sendo a
primeira a reagdo entre o0 anticorpo primario e o antigénio, a segunda uma reacdo entre o
anticorpo primario com o antigénio e o anticorpo secundario acoplado a uma enzima e a
terceira uma reacdo de hidrélise enzimatica que ocorre entre 0 complexo antigénio-enzima e o
substrato, que vai alterar a cor ou fluorescéncia da solugdo (Amado, 2002; Duarte et al., 2010;
Rosseto & Delai, 2013).
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Embora os métodos cromatograficos sejam mais precisos e sensiveis do que o teste
ELISA, este é vantajoso devido a sua simplicidade, elevada especificidade, rapidez, custo
reduzido, bem como ao elevado nimero de amostras que podem ser analisadas em
simultaneo, contribuindo assim para a otimizacdo da monitorizacdo da qualidade dos
alimentos. Além disso, requer uma preparagdo minima da amostra e 0 equipamento nao
envolve solventes organicos (Alcaide & Aguilar, 2013; Rosseto & Delai, 2013). Nalguns
estudos, apresentou uma sensibilidade comparavel com a detecéo por fluorescéncia, por ter as
caracteristicas mencionadas anteriormente, assim como o facto de ter potencial de
automatizacdo e a possibilidade de ser usado em campo. No entanto, esta técnica é suscetivel
a fatores fisico-quimicos, tais como o pH, a seletividade do anticorpo utilizado para o
procedimento de purificacdo e as interferéncias da matriz. Podendo esta Ultima ser minimizada
pelas técnicas de preparacdo de amostras, como diluicbes (Pereira et al., 2014; Uekane et al.,
2010).

Visto os anticorpos produzidos muitas vezes mostrarem reatividade cruzada com
compostos semelhantes a ocratoxina A, podendo levar a falsos positivos, os resultados obtidos
pelo ensaio imunolégico enzimético requerem confirmacado. A incerteza dos seus resultados €
geralmente maior do que os procedimentos cromatograficos (Amado, 2002; EFSA, 2004;
Rosseto & Delai, 2013).
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5. Cromatografia liquida de alta eficiéncia

5.1 Historia

A palavra cromatografia tem origem dos termos gregos “‘chroma” e “graphein”, e
ganhou importancia como método de separacao por volta de 1906, com o botanico Mikhail
Semenovich Tswett, ao criar um método fisico-quimico de separacdo de componentes de uma
mistura, que envolve a diferencial destes num sistema de distribuicdo heterogéneo bifasico,
fase estacionaria e fase movel. O investigador conseguiu separar pigmentos de cloroplastos
em folhas verdes de plantas, utilizando uma coluna de vidro preenchida com carbonato de
célcio como fase estacionaria e éter de petréleo como fase movel, ocorrendo a separagédo dos
componentes em faixas coloridas, embora o processo nédo dependa da cor. Mikhail Tswett foi
considerado o pai da cromatografia, devido a sua valiosa contribuicdo no desenvolvimento
desta técnica (Nollet, 2000).

Até ao ano de 1930 a técnica cromatografica foi praticamente ignorada, sendo
redescoberta por Kuhn e Lederer que aperfeicoaram a cromatografia em coluna. A técnica
cromatografica tem vindo a evoluir ao longo dos anos, depois de Tswett, diversos cientistas
contribuiram para o avanco quer tedrico quer pratico da cromatografia. Na década de 40,
Martin e Synge desenvolveram o modelo dos pratos teéricos, que indica a eficiéncia da
separacdo e lancaram bases fundamentais sobre a cromatografia gasosa e a cromatografia
liquida de alta eficiéncia, recebendo um prémio Nobel em 1952. No ano 1956, J. J. Van
Deemter, desenvolveu o denominado modelo cinético, que permite descrever a separacao
cromatografica como um processo dindmico (Fereira, 2013, Nogueira, 2006).

Até o ano de 1972 foram atribuidos doze prémios Nobel, provando que as técnicas
cromatograficas desempenharam um papel importante e fundamental, tornando-se a técnica de
separacao mais importante do século XX (Nogueira, 2006).

No entanto, apenas a partir dos anos 70 se conseguiu uma evolucao consideravel da
cromatografia liquida classica. Foram desenvolvidas colunas cromatograficas com particulas
menores, responsaveis por uma melhor eficiéncia, e bombas de alta pressao, para a eluigdo da
fase movel e para tornar o tempo de analise mais curto. O avanco foi gradual até atingir o nivel
de sofisticacdo atual e surgir a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC - High
Performance Liquid Chromatography). Passando assim a ser a técnica de separacdo mais
usada, também devido a sua sensibilidade e a sua ampla aplicabilidade a substancias de
grande interesse para a indUstria, assim como para muitos campos da ciéncia e para o publico
(Meyer, 2004; Skoog et al., 2001).

5.2 Conceitos basicos

Ao procedermos a uma separacdo cromatogréfica, por cromatografia liquida, obtém-se

um cromatograma, ou seja, uma representacdo grafica da separacdo por meio de picos
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correspondentes a cada um dos componentes em estudo de uma amostra. Para que se possa

avaliar qualitativamente a separacéo, € necessario definir termos como resolucéo, capacidade
de retencéo e seletividade, relativos a separacdo ou ao sistema cromatografico (Chust, 1990).

Define-se resolugdo como a magnitude da separacdo, ou seja, € a capacidade da

coluna em separar os picos no cromatograma. E expressa como a razéo entre a distancia de

dois picos, no ponto maximo, pelo valor médio da largura de ambos os picos, na linha de base.

Sendo esta uma grandeza adimensional (Chust, 1990; Kupiec, 2004). Na Figura 5.1 esta

exemplificado uma ma separagéo dos picos 1 e 2, resultado de uma baixa resolucéo.

N 3
2
Y
A U
0 600 s

Tempo —®

Figura 5.1 — Exemplo de um cromatograma (Adaptado de Meyer, 2004)

A capacidade de retencdo é o termo universal utilizado para identificar ou localizar um
pico, isto é, mede a capacidade de um sistema cromatografico em reter os componentes da
amostra. A seletividade esté relacionada com a quimica envolvida na separagdo. Por outras
palavras, este fator indica quando um pico elui relativamente a outro, estando diretamente
relacionado com a capacidade do sistema em promover a separa¢éo (Chust, 1990).

Ao longo do tempo foram surgindo outros fatores para avaliar a capacidade de
separacdo de uma coluna, como o fator de retencdo e o nimero de pratos tedricos, ou
eficiéncia da coluna (Pic6, 2015).

O volume de retencao ou volume de eluicdo é a quantidade de fase mdvel necessaria
para arrastar um soluto particular através da coluna. O tempo de retencdo para cada
componente é definido como o tempo necessario apds a inje¢cao da amostra na coluna até que
0 componente atinja o detetor. Quanto mais tempo um componente é retido pela coluna, maior
sera a sua capacidade em separar (Kupiec, 2004).

O numero de pratos tedricos descreve a dispersdo do pico cromatografico em relagédo
ao seu centro, constituindo ao mesmo tempo um meétodo facil para o controlo diario da
eficiéncia do sistema. Se os picos ndo forem simétricos e apenas se aproximarem da forma
gaussiana, o nimero de pratos tedricos sera baixo. Sendo o seu calculo um método excecional
para o controlo do desgaste da coluna cromatografica (Chust, 1990).

Resumindo a resolugdo de uma dada separacdo cromatogréafica depende diretamente

da capacidade de retencdo dos componentes da amostra, da seletividade para a referida
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separacao e da eficiéncia da coluna cromatografica. Alteracdes acentuadas nestes parametros

experimentais, comparados com os valores obtidos quando a coluna é nova, indicam que a
coluna cromatogréfica se encontra degradada.

Outro conceito usado em cromatografia € o processo de eluicdo, que indica a
passagem do eluente pela coluna. A eluicdo pode ser isocratica, ou seja, apresenta a mesma
composicao de fase mével durante a eluicdo; ou por gradiente, quando ha mudancas na sua
composicao durante o processo de separagao. O método isocratico é a técnica mais simples e
deve ser a primeira escolha quando se desenvolve uma separagcdo. O método por gradiente,
geralmente é utilizado na separacao de misturas complexas (Kupiec, 2004).

Em HPLC, a temperatura também pode influenciar o processo de separacdo. Com o
aumento da temperatura, o desempenho da coluna cromatografica pode aumentar, devido a
diminuicdo da viscosidade da fase movel. Para a otimizacdo de uma separacao, a temperatura
deve ser sempre controlada. A falta de controlo pode resultar numa baixa reprodutibilidade e/ou

em picos de baixa resolucdo (Chust, 1990; Meyer, 2004).

5.3 Aplicacéao

O HPLC é usado em varias areas da industria como a agroalimentar, farmacéutica,
quimica, entre outras, assim como em universidades e até em departamentos governamentais.
E aplicada quer seja para o controlo de qualidade de rotina ou como uma potente ferramenta
para a investigacdo pura e aplicada. O Unico requisito deste método € que a amostra seja

soluvel na fase movel (Ferreira, 2013).

5.4 O Sistema de HPLC

A cromatografia liquida de alta eficiéncia € uma técnica analitica de grande impacto
atual e com um vasto campo de aplicacbes. Tem como objetivo a separacdo de distintas
espécies quimicas presentes numa amostra. A separacdo processa-se por meio de um
mecanismo de interagdo seletiva entre as moléculas da amostra e duas fases, uma
estacionéria e outra movel. A fase estacionéria refere-se a coluna cromatogréfica, ou seja, um
cilindro rigido com o interior recheado por pequenas particulas. A fase mdével neste método
cromatografico é liquida, dai o nome desta técnica. Na cromatografia liquida classica, os
componentes da amostra sdo arrastados pela fase mével através da coluna apenas pela forga
da gravidade, em HPLC por serem utilizadas particulas menores no enchimento da coluna é
necessario o uso de uma bomba de alta pressao para que a separacdo decorra num espago de
tempo mais curto (Degani et al., 1998; Lattanzio et al., 2014). Os componentes basicos de um
instrumento de HPLC sdo um injetor, uma bomba de alta pressédo, uma coluna cromatogréfica,
um detetor e um computador (processador de dados) (Meyer, 2004; Peres, 2002). Na Figura

5.2 estdo exemplificados os componentes essenciais para o funcionamento do HPLC.
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Figura 5.2 — Exemplo dos principais componentes de HPLC (Adaptado de Lancas, 2009)

5.4.1 Injetor

Na cromatografia liquida classica hd um fator limitante na precisdo das medi¢des, uma
vez que a reprodutibilidade com que se introduz a amostra na coluna é baixa, pois esta
depende da competéncia do operador (Hanai, 1999; Skoog et al., 2001). O volume de inje¢céo
méaximo pode ser controlado mediante um loop (capilar de amostragem) na vélvula de injecao
(Ferreira, 2013; Meyer, 2004).

Uma valvula de injecéo tipica é uma valvula de seis portas, que possui duas posi¢des:
a posicao de carga e a posi¢do de injecdo. Para introduzir a amostra, a valvula é colocada na
posicdo de carga, onde a fase mdvel ultrapassa o loop de amostra e flui diretamente a partir da
bomba através da valvula para a coluna. Para introduzir a amostra no cromatografo, a valvula
passa para a posicdo de injecao e a fase movel é utilizada para impulsionar a amostra para a
coluna (Skoog et al., 2001).

Uma das evolucdes do método de cromatografia de alta eficiéncia foi a introducéo de
injetores automaticos, que permitem uma elevada reprodutibilidade e que resistem a altas
pressdes, conseguindo-se assim melhores resultados na andlise quantitativa (Chust, 1990;
Kupiec, 2004; Skoog et al., 2001). Os injetores automaticos contém uma versdo acionada
mecanicamente da véalvula de seis portas encontrada em injetores manuais, o funcionamento é
semelhante ao dos manuais, mas a amostra € introduzida para uns vials que sé&o

posteriormente colocados no injetor automatico (Ferreira, 2013).

5.4.2 Bomba

No HPLC as bombas utilizadas séo de alta presséo, devendo ser possivel controlar a
sua pressdo maxima. O facto de a fase movel ser um liquido com alguma viscosidade, torna-se
necessario ser pressionada para permitir vencer a resisténcia exercida pelas pequenas

particulas da coluna cromatografica. As pequenas particulas tém caminhos de difusao curtos e,
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portanto, produzem um elevado nimero de pratos tedricos por unidade de comprimento
(Meyer, 2004).

A bomba é um dos principais componentes do cromatdgrafo, pois dela dependem uma
variedade de fatores. O seu desempenho depende muito do comportamento do fluxo da fase
movel e da forma como ela minimiza o ruido de fundo no detetor (Chust, 1990).

A variacao do fluxo resulta na alteracdo dos tempos de retencao e das areas dos picos,
dai a necessidade do fluxo ser constante, isento de pulsacfes e ter a possibilidade de ser
ajustado conforme o procedimento utilizado para a determinacdo de analitos, devendo utilizar-
se baixos fluxos de modo a permitir uma boa reprodutibilidade e precisdo. A gama de fluxo
pode variar de 0,1 mL/min a 10,0 mL/min (Chust, 1990; Degani et al., 1998). Atualmente, as
bombas sdo compostas por émbolos com valvulas que regulam o fluxo com uma maior
precisdo. Existindo dois tipos com estas caracteristicas: as pneumaticas e as mecanicas,
capazes de controlar a pressdo e manter o fluxo constante, respetivamente (Meyer, 2004).

As bombas pneumaticas utilizam-se quando sdo aplicadas pressfes acima de 500 bar.
Neste tipo de bomba, um gés exerce uma pressdo, ativando a maior area de secc¢éo
transversal do pistdo e a outra extremidade encontra-se em contacto com o eluente sobre uma
area muito menor. A for¢a € a mesma dos dois lados do pistdo, mas a pressdo € maior na area
menor, de acordo com a proporcao das duas areas (Ferreira, 2013; Meyer, 2004).

As bombas mecanicas podem ser subdivididas em bombas de pistdo reciprocas e
bombas tipo seringa. As bombas de pistéo reciprocas sdo o tipo mais comum de bombas em
HPLC. A fase mével € bombeada pelo deslocamento de um pistdo controlado por um motor,
enquanto as valvulas abrem ou fecham, o liquido segue na direcdo apropriada. As bombas do
tipo seringa sdo formadas por um pistdo que se move por acdo de um mecanismo de rosca,
sustentado por um motor, o fluxo é continuo e sem pulsacdes, porém tém capacidade total
limitada, sendo necessario parar o enchimento ap6s o fornecimento de uma quantidade

relativamente baixa de solvente (Ferreira, 2013).

5.4.3 Coluna cromatografica

O processo de separagdo das substancias que compdem a amostra ocorre na coluna
cromatogréafica, também conhecida como fase estacionaria, sendo outro dos constituintes
importante e critico do sistema cromatografico. A maioria das colunas de HPLC séao feitas de
aco inoxidavel, resistentes a presséo, inertes a corrosdo quimica e reaproveitaveis, ndo sendo
necessaria a sua regeneracao apds cada separacdo. A escolha de uma coluna depende de
variados fatores, como as caracteristicas da amostra em estudo. A amostra pode ser definida
de vérias formas como se pode observar na Figura 5.3, conforme essas caracteristicas, poder-
se-a escolher o mecanismo de separacdo que melhor se lhe adapte (Chust, 1990; Meyer,
2004).
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Figura 5.3 — Propriedades fisico-quimicas da amostra (Adaptado de Chust, 1990)

Os componentes presentes na amostra, devido as suas distintas propriedades,
dispdem de distintos graus de “afinidade” com as fases moével e estacionaria e por conseguinte
as suas velocidades de migracdo serdo igualmente distintas, permitindo o desenvolvimento da
separacdo cromatografica. Pode-se entdo concluir que o componente com maior “ligagdo” a
coluna é aquele que elui por Ultimo e, pelo contrario, o componente que elui em primeiro lugar
serd o0 que apresenta uma menor “ligagdo’com o enchimento (Lattanzio et al., 2014).

Além disso, nhuma coluna cromatografica ha a considerar também dois tipos de fatores
que a caracterizam, fatores quimicos, que dizem respeito ao seu material de suporte e fatores
mecanicos, que dizem respeito ao invélucro (Chust, 1990). O comprimento da coluna afeta
tanto a eficiéncia como a velocidade da separacéo. A utilizagdo de colunas mais compridas
resulta em tempos de analise superiores, porém a eficiéncia da coluna tende a aumentar. As
colunas analiticas podem variar de 30 a 300 mm de comprimento. A seletividade, capacidade e
eficiéncia da coluna sdo afetados essencialmente pelo material de suporte da coluna. Os
enchimentos mais comuns em HPLC sdo microparticulas de vérios tamanhos, formas e
porosidades. O tamanho dos poros dita a superficie com a qual a amostra interage. Para um
bom funcionamento das colunas, as suas particulas devem ser pequenas e esférias, o que vai
levar a um aumento da sua eficiéncia, uma elevada area superficial e uma maior retencéo,
devendo ser resistentes as altas pressdes utilizadas em HPLC e quimicamente inertes em
todas as condi¢6es de pH e natureza do eluente (Meyer, 2004; Peres, 2002).

A fase estacionaria possui dois conceitos. Se ela for mais polar, ou seja mais solavel
em agua (hidrofilica), que a fase moével é chamada defase normal, utilizando-se
maioritariamente como material de suporte a silica e a alumina. No caso da fase estacionaria
ser mais apolar (hidrofébica) que a fase mével da-se-lhe o nome de fase reversa. Sendo esta

Gltima a mais utilizada em HPLC, representando 75 % de aplicacdes, devido aos compostos
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analisados serem maioritariamente polares e a adsor¢cédo ser mais homogénea. A separacéao é,
essencialmente, uma operacédo de extracdo e é (til para separar componentes néo-volateis. O
tipo de colunas conhecidas como C8 e C18 (silica octadecil) séo responsaveis pela maioria das
separacdes em fase reversa, além disso o tempo de retencdo aumenta a medida que o0 nimero
de atomos de carbono aumenta, uma vez que aumenta a area de contato entre a molécula da
amostra e a fase estacionaria. Os eluentes mais usados sdo a agua, o metanol e o acetonitrilo
(Degali et al. 1998; Meyer, 2004).

N&o esquecer que a fase movel em HPLC deve ter um alto grau de pureza, para que
se possa fazer andlises de alta sensibilidade, pois as impurezas podem interferir na detecéo do
analito. A fase movel deve ser compativel com o detetor utilizado, possuir polaridade adequada
para permitir uma separagdo conveniente dos componentes da amostra e ndo degradar a fase
estacionaria. Sendo recomendado o uso de solventes de grau HPLC (Chust, 1990; Peres,
2002).

Uma forma de diminuir a contaminagcdo do equipamento por impurezas é a
desgaseificacdo da fase mdvel, pois garante reprodutibilidade da vaz&o, ao retirar o ar
dissolvido na fase moével e evita bolhas na bomba, que mantem a linha de base estavel. Um
dos métodos de desgaseificacéo € o ultrassom. Outra maneira de impedir a contaminacéo da
coluna por impurezas € a adi¢do de uma coluna antes desta, chamada de pré-coluna. Contém
0 mesmo enchimento da fase estacionaria embora de menor tamanho, evitando alteragbes do
seu desempenho e aumentando o seu tempo de vida. A pré-coluna serve de protecdo entre o
injetor e a coluna e também funciona como saturador da fase mdvel impedindo assim o seu

arrastamento na coluna (Chust, 1990; Kupiec, 2004; Skoog et al., 2001).

5.4.4 Detetores

Atualmente existe uma vasta gama de detetores para HPLC e tém como fungéo
identificar a presenca do analito de interesse que esta a ser eluido da coluna cromatografica,
gerando um sinal eletrénico na forma de um pico cromatografico (Kupiec, 2004). A
sensibilidade destes é determinada a partir da relacdo entre o sinal produzido e a quantidade
de amostra que gera esse sinal (Peres, 2002).

As caracteristicas desejaveis para um detetor de HPLC sédo: ter uma alta sensibilidade,
baixo limite de detecdo, uma ampla faixa de linearidade, ser confiavel e reprodutivel, de facil
operacao, que nao destrua o soluto, seja insensivel a mudancgas na fase mével e a temperatura
e com um baixo nivel de ruido. Ndo existe um que exiba todas estas propriedades, mas
apresentam uma ampla faixa de aplicagbes. A escolha de qualquer um deles dependera
essencialmente das caracteristicas quimicas ou estruturais das espécies a detetar, e da forma
como estas interagem com o eluente (Chust, 1990; Peres, 2002).

Abaixo seguem os detetores mais utilizados em HPLC.

. Ultravioleta - Visivel (UV-Vis) e de diodos: Sao chamados de detetores

fotométricos pois baseiam-se na absorvancia do UV-VIS e representam 70 % das andlises em
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HPLC publicadas. Apresentam um menor custo, sdo praticamente insensiveis a pequenas
variacbes de fluxo e de temperatura e sdo totalmente compativeis com gradientes de
solventes. Tém como Unica desvantagem a sua seletividade, por ndo poderem ser utilizados na
detecao de lipidos, hidrocarbonetos lineares, hidratos de carbono, acidos gordos e da maior
parte dos polimeros. Relativamente aos de diodos, estes permitem uma riqueza de informacao
obtida a partir de varios espectros de UV. Para a identificacdo dos espectros, estes podem ser
comparados com uma biblioteca. Ao serem conhecidos os espectros dos compostos em causa
é possivel a detecdo dos comprimentos de onda, levando a uma quantificagéo precisa de um
composto (Chust, 1990; Nolet, 2000; Skoog et al., 2001).

. Fluorescéncia (FLD): Sao utilizados como método de detecdo especifica, por
serem sensiveis para substéncias que tém fluorescéncia natural (Peres, 2002). Sdo os
detetores que exibem uma maior sensibilidade, até 1000 vezes superior a do detetor UV,
possuem todas as vantagens dos detetores UV-VIS e ainda apresentam uma especificidade
que permite discriminar os constituintes de interesse numa matriz complexa de substancias
ndo fluorescentes. Sao constituidos por uma lampada de excitacédo, seguida de um filtro de
excitacdo ou de uma rede de difragdo. Um feixe luminoso incide sobre a célula da amostra
excitando a mesma, que vai originar a emissdo de um feixe de luz ao retornar ao estado
fundamental. Esse feixe de luz é dirigido para um segundo filtro, que seleciona o comprimento
de onda emitido, fazendo-o incidir por ultimo no fotodetetor. A principal desvantagem deste tipo
de detetor é o seu custo, podendo chegar a ser até 4 vezes superior ao de um detetor UV-VIS.
Quanto a aplicacdes, estas dirigem-se com maior incidéncia na analise de hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos (PAH’s), esteroides, vitaminas e corantes alimentares (Chust, 1990;
Meyer, 2004).

. indice de refracdo: sdo detetores universais e por conseguinte apresentam
resposta para qualquer tipo de amostra. Estes acompanham continuamente a diferenga do
indice de refracdo entre a fase mével e o eluente que sai da coluna contendo os componentes
da amostra (Peres, 2002). Sdo compostos por uma lampada de emissao, que incide o seu feixe
luminoso sobre uma célula dupla, um espelho e um fotodetetor. Quando ambas as células
estao equilibradas, cheias apenas com a fase mével, a luz que as atravessa néo sofre qualquer
tipo de deflexo, incidindo na sua totalidade sobre o espelho e refletindo no fotodetetor. No
entanto, quando na célula da amostra passa um componente da amostra, a luz sofre um
desvio, incidindo em menor intensidade no espelho e consequentemente no fotodetetor. A
refracdo é tanto maior quanto maior for a concentracdo da substdncia a quantificar. A
desvantagem que apresenta este tipo de detetores é a sua alta sensibilidade a variacdes de
fluxo e temperatura, sendo também, incompativel com gradientes de solventes. E usual a
utilizac@o de um pequeno forno para a célula de detegdo, o que aumenta o seu custo. Os seus
principais campos de aplicagdo sdo a analise de hidratos de carbono, polissacaridos, lipidos,
acidos gordos livres e polimeros em geral (Chust, 1990; Skoog et al., 2001).

. Condutividade: O detetor de condutividade eletrolitica apresenta uma alta

sensibilidade e seletividade. O seu principio de funcionamento consiste na medida da
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condutividade total da solug&o por meio de uma célula tubular com dois, quatro ou mesmo seis
elétrodos, que gera um sinal que sera posteriormente tratado e quantificado. Estes detetores
embora apresentem uma alta sensibilidade sdo extremamente sensiveis a mudancas de
temperatura. Devido a este fator e também a alta condutividade do eluente, é necessario
recorrer a processos de compensacdo e supressdo eletronica ou quimica. Os principais
campos de aplicagdo séo a andlise de anifes, catibes e metais de transicao (Chust, 1990).

o Eletroguimico: Este tipo de detetor tem conhecido uma larga expansao devido
a sua grande sensibilidade na detecdo de aminas biogénicas. O seu principio de detecdo
consiste na oxidacdo ou reducdo da substancia a analisar na superficie do elétrodo. O ganho
ou perda de eletrdes resultante da reducdo ou oxidacdo da substéncia produz uma corrente
proporcional a concentragdo da mesma ao passar na célula de detecdo. Os campos de
aplicacdo deste tipo de detetor sdo a andlise de aminas biogénicas e de alguns i6es de dificil
detecéo pelo detetor de condutividade (Nollet, 2000; Skoog et al., 2001).

. Espectrometria de massa (MS): Estes detetores sdo muito sensiveis, seletivos
e multiplicam os eletrdes que determinam a intensidade do feixe de ibes. Para permitir a
detecdo por espectrometria de massa de ionizacdo de chama o solvente deve ser evaporado.
Produz uma “ impressao digital” dos analitos em estudo (Hanai,1999; Meyer, 2004).

A jungdo do HPLC com os detetores anteriormente mencionados melhorou a
capacidade para separar e identificar varias substancias dentro de uma mistura. Pois permitem
a separacdo cromatogréfica dos constituintes da amostra seguida da identificagcdo dos picos
através do detetor (Kupiec, 2004).

5.4.5 Processador de dados

Para armazenar e analisar os dados cromatograficos, frequentemente, € utilizado um
computador. E utilizado ndo s6 para controlar todos os elementos que compdem o HPLC,
como também para converter o sinal do detetor em cromatograma. Através do cromatograma é
possivel obter o tempo de retencdo dos componentes da amostra, para identificar a substancia,
e a area do pico, para posteriormente se obter a concentracdo desta na amostra analisada.
(Ferreira, 2013; Kupiec, 2004). Na Figura 5.4 estd exposto o processo de recec¢do do sinal do

detetor pelo processador de dados.

Registador

Sinal analitico
Detetor

cromatografico Integrador

Resposta, em
geral, Computador
proporcional a
concentragao do
soluto

Figura 5.4 — Processo de rececao do sinal do detetor (Adaptado de Harris, 2011)
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5.5 Mecanismo de separacdo cromatografica

A separacdo cromatografica é obtida a partir de interacdes, fisicas e quimicas,
diferenciadas entre os componentes da amostra e as fases estacionaria e mével. Com esta
abordagem a cromatografia liquida pode ser subdividida em cinco mecanismos de separacao:
adsorcgdo, particdo, de permuta idnica, por exclusdo de tamanho e afinidade (Chust, 1990;
Meyer, 2004).

A cromatografia de adsorcdo foi a forma classica de cromatografia liquida que
desenvolveu Tswee (Skoog et al., 2001). O seu processo de separacdo é baseado nas
diferencas de afinidade dos componentes da amostra pelo enchimento da fase estacionaria.
Ou seja, os elementos mais fortemente retidos na fase estacionaria movem-se mais lentamente
no fluxo da fase moével. Pelo contrario, os constituintes que se ligam mais fracamente a fase
estacionéaria circulam mais rapidamente. Resultando na separacdo dos componentes da
amostra, em bandas ou zonas discretas, que poderdo ser analisados qualitativa e/ou
quantitativamente (Silva, 2012; Meyer, 2004). Este mecanismo pode ser de fase normal ou
reversa, sendo que o material da fase estacionaria deve apresentar uma area superficial
especifica elevada, uma vez que a retencdo da amostra € diretamente proporcional a area
superficial (Meyer, 2004).

A cromatografia de particdo € baseada nas diferengcas de solubilidade dos
componentes na fase estacionaria e na fase movel. Visto, neste caso, a fase estacionéria ter
de ser liquida e por apresentar um comportamento instavel, foi desenvolvida uma fase
estacionaria composta por colunas de cadeia longa (C18) ligadas em fase, uma vez que se
considera terem um comportamento semelhante a um liquido. Assim o processo é denominado
particdo quando o soluto é transferido de uma fase para outra (Ferreira, 2013; Harris, 2011;
Meyer, 2004).

Na cromatografia de permuta idnica a fase estacionaria € composta por uma superficie
carregada ionicamente, e 0 que vai provocar o processo de separacdo vao ser os diferentes
comportamentos entre 0s componentes ibnicos da amostra e os ides da fase estacionaria. A
afinidade entre eles pode ser controlada por alteracdo do pH e da forga iénica do eluente.
Sendo que, quanto maior a carga de um componente, mais forte serd a atracdo para com a
coluna, levando assim mais tempo a ser eluido da coluna. Esta técnica é apropriada para a
separacdo de aminoacidos, produtos metabdlicos iGnicos e organicos, entre outros (Kupiec,
2004; Meyer, 2004).

A cromatografia por exclusdo de tamanho, também denominada de permeacao em gel
(GPC) e filtragcdo em gel (GFC), é utilizada especialmente em espécies de elevado peso
molecular (Harris, 2011; Skoog et al., 2001). Uma vez que separa os componentes da amostra
segundo o tamanho efetivo das moléculas, isto é, as moléculas que forem maior que as
particulas porosas da coluna ndo sdo retidas, sendo as primeiras a serem eluidas. Para
moléculas pequenas, a diferenga do peso molecular tem de ser superior a 10 % para a

resolugdo ser aceitavel, relativamente as macromoléculas é necessaria uma diferenca de duas
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vezes o0 peso molecular. O mecanismo de GPC usa solventes organicos e é utilizada para

isolar compostos de baixo peso molecular de amostras que contenham compostos com

elevados pesos moleculares como 6leos ou gorduras, pelo contrario a GFC, apresenta fases

movel aquosa e colunas hidrofilicas, € usada para separar e identificar macromoléculas
biolégicas (Chust, 1990; Ferreira, 2013; Skoog et al., 2001).

No caso dacromatografia de afinidade as interagbes bioquimicas altamente
especificas fornecem os meios de separagdo. Ocorre uma ligagdo molecular especifica e
reversivel entre o soluto e um ligante imobilizado na fase estaciondria, ou seja, este processo é
baseado na capacidade das macromoléculas biolégicas reconhecerem e ligarem-se a outras
moléculas. Esta técnica pode ser usada para separar produtos bioldgicos, como ligacdes entre
enzimas e substratos, anticorpos e antigénios, a partir de misturas complexas sem envolver um
custo elevado (Harris, 2011; Meyer, 2004).

5.6 Possiveis problemas e limitacfes

O HPLC apesar de ser um 6timo equipamento para a separacao dos constituintes em
estudo de uma amostra, podemo-nos deparar com algumas dificuldades, como por exemplo,
uma ma resolucédo dos picos, picos distorcidos, baixa retengdo dos compostos, o tempo de
andlise ser muito demorado ou limite de detecdo reduzido. Podendo estes problemas serem
ultrapassados com a utilizacdo de ferramentas adequadas, com o controlo de alguns fatores e
com um operador experiente. Para além disso o equipamento apresenta um alto custo, tanto
na sua aquisicdo como na sua manutencdo, sendo também responsavel o detetor, uma vez
que nado existe um ideal h4 a necessidade de variar de detetor dependendo do tipo de
composto que se queira estudar. Contudo, as principais vantagens da sua aquisicdo € de ser
um bom equipamento para uma analise quantitativa, ser versatil, automatico e de se poder

utilizar varios dos seus componentes, como a fase estacionaria, varias vezes (Harris, 2011).
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6. Validacédo de métodos analiticos

Um método de pesquisa € um processo que envolve manipulagdes suscetiveis de
acumularem erros, sistematicos e/ou aleatérios, podendo alterar de forma significativa o
resultado final, ainda mais se o niUmero de analistas a realizar o ensaio for elevado (RELACRE,
2000; Ribeiro, 2008). Tendo em conta que um dos principais requisitos, para processos que
envolvam andlises quimicas, é a obtencdo de dados de qualidade que alcancem os objetivos
propostos, recorre-se ao processo de validagdo de métodos analiticos. Uma vez que, quando
cumprido este processo € demonstrado que o método é adequado para a quantificacdo do
analito pretendido, a uma determinada gama de trabalho e com uma exatiddo e precisédo
satisfatorias. O processo de validacdo garante também a qualidade operacional e analitica
pretendida, assim como as caracteristicas necessarias para a obtencdo de resultados
crediveis, sendo este o primeiro passo do Sistema de Qualidade Laboratorial (Almeida, 2012;
RELACRE, 2000).

As etapas seguintes do Sistema s@o o controlo de qualidade interno, 0os ensaios
interlaboratoriais e ainda a acreditacdo do procedimento analitico validado (MAPA/ACS, 2011).
Os processos de validacdo implementados por laboratérios quimicos em Portugal devem ter
em consideragéo as condigfes indicadas no Guia RELACRE. A IPAC — Instituto portugués de
acreditacdo também redigiu um guia para orientar laboratorios sobre a implementacdo dos
requisitos da norma NP EN ISO/IEC 17025, que exibe um item referente a validacdo de
métodos analiticos.

A primeira etapa para o processo de validagdo é a descricdo e caracterizacdo
detalhada de todos os passos do estudo experimental, de modo a que qualquer pessoa com a
devida preparacdo possa executar a analise. Para além disso, nos documentos que
permanecerdo no laboratorio também é necessario colocar o titulo do método, o cédigo de
identificacdo, a sua revisdo, a data de entrada em vigor da analise, 0s responsaveis pela
elaboracao e aprovacgédo do ensaio e o nimero de cada pagina (RELACRE, 2000).

Segundo o Guia RELACRE os requisitos minimos necessarios para o processo de
validacdo sao a curva de calibragdo (gama de trabalho e linearidade), os limiares analiticos
(detecéo e quantificacé@o), a sensibilidade, a precisdo e a exatiddo. Mas, estes podem variar
dependendo do tipo de método, ou seja, para uma analise qualitativa ndo ha necessidade de
testar e validar, a linearidade do método, o limite de quantificacdo, a precisdo e a exatidao,
sendo os restantes parametros e a robustez os pontos mais importantes na validagcdo. Pelo
contrario uma analise quantitativa aplicada a analitos, em teores vestigiais, todos os requisitos
acima citados sédo importantes (RELACRE, 2000; Ribani et al., 2004).

6.1. Curva de Calibracao

A curva de calibracdo é um pardmetro muito importante para um método quantitativo,

uma vez que indica a relacdo entre o sinal do equipamento e a concentracdo conhecida do
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analito, neste caso a ocratoxina A. Utilizando o método dos minimos quadrados, a variavel
dependente (y) representa sempre a resposta instrumental do equipamento, no caso de se
tratar de um método cromatografico, y sera a area do pico, e a variavel independente (x)
representa sempre as concentracdes dos padrBes. Assim, quando a curva de calibracédo
representa uma funcao polinomial de primeiro grau, isto €, uma reta, pressupde-se que existe
homogeneidade de varidncias ao longo da reta (RELACRE, 2000).

Este parametro deve ser avaliado no inicio da andlise, de modo a verificar se os
critérios de aceitacado (linearidade e estabilidade entre calibrages) sdo respeitados para se dar
seguimento a analise. Para a curva de calibracdo sdo recomendados dez pontos de
concentracdo conhecida do analito (padrao), ndo devendo ser nunca um namero inferior a
cinco, distribuindo-se equitativamente pela gama de trabalho (MAPA/ACS, 2011; RELACRE,
2000). Esses pontos devem fazer-se acompanhar do branco, constituido por todos os
reagentes com a excec¢do do analito a analisar, pois caso este gere um sinal diferente de zero

ird anular o efeito de interferéncias na amostra (INMETRO, 2007).
6.1.1 Gama de trabalho

O intervalo de trabalho corresponde a faixa de concentragfes utilizada para avaliar a
precisdo e exatiddo do método (Brito et al., 2005). Para se escolher a gama de trabalho deve
ter-se em conta os valores legislados do analito em estudo, assim como os valores dos limites
de detecdo e quantificacdo para o extremo inferior da curva, assim como o sistema de detecéo
do instrumento para o extremo superior (INMETRO, 2007; RELACRE, 2000).

Quando se utiliza uma metodologia que envolve a realizagdo de uma curva de
calibracdo, a gama de trabalho pode ser avaliada através do teste de homogeneidade das
variancias, analisando 10 vezes o primeiro e o ultimo padrdo, uma vez que compara
estatisticamente a variancia do padrdo (S?) mais concentrado com o menos concentrado da
curva. Segundo o Guia RELACRE, para se calcular as variancias associadas ao primeiro e
ultimo padréo utilizam-se as equagdes (6.1) e (6.2).

_ Tici (yi— ¥i)?

n-1

S? (6.1)

Sendo,

Em que i é o padrdo, y; sé&o os valores do sinal instrumental e § a média aritmética dos valores do
sinal instrumental.

As variancias calculadas sé@o posteriormente avaliadas para se verificar se existem
diferencas significativas entre elas. Para isso é calculado o valor experimental (PG) segundo a
expressdo matematica (6.3), que é depois comparado com o valor tabelado da distribuicao F

de Snedecor / Fisher, para n - 1 graus de liberdade, com um intervalo de confianca de 99 %.
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_ St
==
5

PG (6.3)

Sendo que Si?devera ser o maior valor de variancia calculada e Sj> o menor.

Se o valor de PG for < ao valor de F tabelado, a diferenca de variancias nao € significativa,
sendo a gama de trabalho ajustada. Pelo contréario, se o valor de PG for superior, a diferenca
entre as variancias é significativa. Logo a gama de trabalho devera ser ajustada até que as
variancias do primeiro e Ultimo padrédo ndo sejam estatisticamente diferentes.

Para verificar se o0 sistema cromatografico € adequado para o método a validar é

calculado o coeficiente de variagédo (CV %), através da equagéo (6.4).

CV (%) = C—() X 100 (6.4)

Em que X representa a média das medigbes e s o desvio padrdo, sendo este ulitmo
determinado pela expressdo matematica (6.5).
2L, (xi—%)?
g= (&=t 77 (6.5)
n—1
Onde, x; representa os valores das areas dos picos e dos tempos de retengdo e n 0 nimero

total de medigdes.
6.1.2 Linearidade

Num método analitico que usa a curva de calibracdo, a linearidade refere-se a
capacidade do método em fornecer resultados diretamente proporcionais a concentracao do
analito, enquadrados num intervalo analitico especifico (Brito et al.,, 2005). Este paradmetro
pode ser avaliado por inspecao visual do grafico através da reta de calibracdo e do valor do
coeficiente de correlacdo linear obtido, devendo este Ultimo ser superior a 0,995, e por
avaliacdo estatistica através do teste de RIKILT que analisa a linearidade de cada ponto da
curva de calibragédo (Henriques, 2008; MAPA/ACS, 2011; Ribeiro, 2008).

Para a avaliacdo estatistica, primeiramente, é determinada a razdo entre o sinal
instrumental (yi) e a concentragdo do padrdo (xi) para cada ponto da reta e a média das razdes
obtidas (yi/x)m. De seguida é calculada a percentagem de linearidade para cada ponto
utilizando a equacéo (6.6).

(g,’i}L)l)x 100% (6.6)
Xi/m

Para admitir a linearidade do método, considera-se o valor da média como sendo 100 %,
indicando uma linearidade perfeita, devendo cada ponto da reta de calibracdo estar situado
entre 0os 90 % e 110 % (100 + 10 %). Caso existam valores que se encontrem fora deste
intervalo, esses valores devem ser rejeitados e o teste de RIKILT devera ser novamente

aplicado a gama reduzida, até que se verifiguem os requisitos estabelecidos (Henriques, 2008).
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6.2 Limiares analiticos

A determinacdo dos limiares analiticos é relevante quando se trabalha com uma faixa
de concentracdes relativamente baixa (Marques, 2007). Os limites de detecdo (LD) e de
guantificacdo (LQ) sdo parametros importantes pois indicam a concentracédo a partir da qual é
possivel detetar ou quantificar o analito em analise, respetivamente, com uma determinada
precisdo e exatiddo (Ferreira, 2013; RELACRE, 2000).

Quando se trata de um método analitico que envolve a utilizagdo de uma curva de
calibracao linear, os limites de detecdo e quantificacdo sdo calculados através do declive da

reta e do desvio padrao residual (S yx) (Ferreira, 2013).
6.2.1 Limite de detecéo

O limite de detecdo é o pardmetro para 0 qual existe uma maior variedade de
formulacbes, no entanto todas as organizagBes oficiais o consideram como sendo a menor
quantidade de analito que pode ser detetado na amostra em estudo, ndo sendo
necessariamente quantificado como um valor exato (Brito et al., 2005; Ribeiro, 2008;
Taverniers et al., 2004). De salientar, que uma leitura inferior ao limite de dete¢do néo significa
a auséncia do analito a medir, apenas se pode afirmar que, com uma probabilidade definida, a
concentracdo do componente em causa € inferior a um determinado valor (RELACRE, 2000).

Para uma correta definicdo deste pardmetro € necessério introduzir dois conceitos de
estatistica: erro do tipo | e do tipo Il. Sendo, o erro do tipo | (risco a) a probabilidade de concluir
a presenca do componente em andlise, quando de facto ndo existe na amostra e o erro do tipo
Il (risco B) € a probabilidade de concluir a auséncia do analito em estudo, quando de facto ele
existe. De forma a analisar corretamente os limiares analiticos, estes dois erros devem ser
minimizados, usando-se as recomendagdes da IUPAC a = =5 % (Ferreira, 2013; RELACRE,
2000).

Para um método que utiliza a calibracéo linear, a forma utilizada para calcular o limite
de detecao baseia-se na equagéo (6.7),

D= (3,3 x Sy/x)

- 6.7)

Sendo,

.- \/ziil[yi “arbool’
N-2

Em que, b é o declive da reta de calibragdo, Sy 0 desvio padrdo residual da curva de

calibracao e 3,3 é o valor de K, um fator numérico para um nivel de confianca de 99,7 %, sendo

gue, quanto maior este valor maior € o nivel de confianga. Na equagédo (6.8) temos yi que é

substituido pelos valores do sinal analitico, xi pela concentracdo dos padrbes, a que € a

ordenada na origem da curva de calibracdo e N o niumero de padrdes utilizados (RELACRE,

2000; Taverniers et al., 2004).
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6.2.2 Limite de quantificacdo

O limite de quantificacdo de um procedimento analitico é definidlo como a menor
concentracdo medida a partir da qual é possivel a quantificacdo do analito, sob as condicfes
experimentais adotadas (Brito et al.,, 2005; RELACRE, 2000; Ribeiro, 2008), sendo o valor
deste sempre superior ao de detecédo. No entanto, ndo é impossivel quantificar um valor abaixo
do limite de quantificacdo, apenas se considera pouco fidvel assim como a sua incerteza,
associada a concentracdes muito baixas, ser superior ao proprio valor medido (Taverniers et
al., 2004).

Na pratica quando se trata de um método que emprega a calibracdo linear, este
parametro € determinado por uma equag¢do semelhante 4 utilizada para determinar o limite de
detecdo acima, embora o valor de K seja igual a 10, o que significa que o desvio padréo
relativo (RSD %) ou coeficiente de variacdo € de 10 % (RELACRE, 2000; Taverniers et al.,
2004).

0= (10>< Sy/x)

- (6.9)

6.3 Sensibilidade

A sensibilidade avalia a capacidade de um método em distinguir pequenas diferencas
de concentragdo de um analito. Assim a sensibilidade é definida como sendo a derivada de
primeira ordem da curva de calibracdo nessa zona de concentracéo. Ou seja, quando a curva
de calibrag@o for um modelo linear, a sensibilidade é constante ao longo de toda a gama de
trabalho e igual ao declive da mesma (RELACRE, 2000).

6.4 Preciséo

A preciséo representa o grau de concordancia de resultados obtidos entre ensaios
independentes, repetidos sobre uma mesma amostra, em condi¢cBes definidas (RELACRE,
2000; Taverniers et al., 2004). Existem varias formas para avaliar este parametro, sendo
principalmente utilizadas a repetibilidade e precisao intermédia. Sdo geralmente expressas pelo

desvio padréo e pelo coeficiente de variacdo (Figueiredo, 2012; INMETRO, 2007).
6.4.1 Repetibilidade
A repetibilidade exprime a precisdo de resultados obtidos por medices repetidas
efetuadas sobre uma mesma amostra, sob as mesmas condi¢fes, tais como: a utilizacdo do

mesmo laboratério, analista, equipamento, os mesmos reagentes e curtos intervalos de tempo
(RELACRE, 2000; Ribani et al., 2004).
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Define-se o limite de repetibilidade (r) como sendo o valor abaixo do qual se deve
situar, com uma probabilidade especifica (hormalmente 95 %), a diferenca absoluta entre duas
determinac¢des (xi, xi-1) obtidas sob as condi¢Bes acima referidas, ou seja, este € determinado a
partir do desvio-padrdo, associado aos resultados obtidos sob condicfes de repetibilidade, de
modo a ser possivel averiguar pelo analista se existem diferencas significativas entre as
analises realizadas. Na pratica aceitam-se os resultados obtidos se a amplitude entre os dois
ensaios sucessivos for inferior ao limite de repetibilidade, caso contrario dever ser feito uma
andlise critica e, se necessario, recorrer a repeticao dos ensaios (INMETRO, 2010; RELACRE,
2000). O limite de repetibilidade é dado pela equacéo:

r=2,8 x /S? (6.10)

1
6.4.2 Precisao intermédia

A preciséo intermédia refere-se a preciséo avaliada, sobre a mesma amostra, utilizando
0 mesmo método, no mesmo laboratério ou em laboratérios diferentes, mas definindo
exatamente quais as condi¢des a variar, como o analista, 0os equipamentos e/ou os dias das
andlises. Isto para verificar que mesmo variando as condi¢cdes da andlise o método fornecera
0s mesmos resultados. Esta medida de preciséo representa a variabilidade dos resultados num

laboratério e, como tal, a mais aconselhavel de usar (RELACRE, 2000; RIbani et al., 2004).
6.5 Exatid&o

O Guia RELACRE define a exatiddo como sendo a aproximagdo entre o resultado de
uma medicdo ou a média dos resultados obtidos e o valor de referéncia aceite como
convencionalmente verdadeiro. E importante observar que um valor exato ou verdadeiro é o
valor obtido por uma medicao perfeita e este valor é indeterminado por natureza (Ribani et al.,
2004). A exatidao é expressa como um erro sistematico percentual, inerente ao processo. O
erro sistematico pode ocorrer devido a perdas do analito devido a baixa recuperagdo da
extracdo, medidas volumétricas imprecisas ou substancias interferentes na amostra (Brito et
al., 2005).

Os processos normalmente utilizados para avaliar a exatidao sdo geralmente o uso de
materiais de referéncia, a participacdo em ensaios interlaboratoriais, a comparacdo com
métodos de referéncia e a realizagdo de ensaios de recuperacdo, sendo este Ultimo o mais
aplicado (INMETRO, 2007). O numero de ensaios varia segundo a legislagcdo ou diretriz
adotada e também com as caracteristicas da pesquisa (Ribani et al., 2004). Segundo Almeida
(2012) a Conferéncia Internacional de Harmonizacdo recomenda pelo menos a realizacdo de
nove determina¢des juntamente com as percentagens de recuperacao.

A recuperacdo esta relacionada com a exatidao, pois reflete a quantidade de
determinado analito recuperado no processo, em relacdo a quantidade real presente na

amostra. O estudo da recuperacdo consiste na "fortificacdo" da amostra, ou seja, na adicdo de
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uma quantidade conhecida do analito de interesse, seguida da sua extracdo e quantificacdo de

maneira a verificar a percentagem de recuperacdo (Brito et al., 2005; Ribani et al., 2004).

Podem ser adicionadas as amostras uma quantidade de padrdo em pelo menos trés diferentes

concentracdes, por exemplo, proximo ao limite de detecdo, préximo a concentracdo maxima
admissivel e numa concentragdo proxima a média da gama de trabalho (INMETRO, 2007).

A percentagem de recuperacéao € calculada pela equacéo (6.11) (INMETRO, 2010),

Cr- CA) x 100 (6.11)
Cp

Recuperacao (%) = (

Em que Cr representa a concentracao do analito na amostra fortificada, Ca a concentracéo do
analito na amostra nao fortificada e Cp a concentragdo do analito adicionada a amostra

fortificada.
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7. Metodologia Experimental

A realizagdo da validacdo do método de quantificacdo da ocratoxina A (OTA) por HPLC
(High-performance liquid chromatography) em cereais e café decorreu no Laboratério de
Quimica da SGS Portugal, em Lisboa. Para tal foram utilizados equipamentos, materiais e
reagentes cedidos pela empresa.

O procedimento efetuado para cada amostra foi uma adaptacdo da Norma EN
14132:2009 — “Foodstuffs: Determination of ochratoxin A in barley and roasted coffee. HPLC
method with immunoaffinity column clean-up” e da bula “OCHRAPREP®- Quantitative detection
of ochratoxin A”, de modo a serem obtidas as condicdes mais adequadas para a validacao do
método.

Neste capitulo sdo descritos os reagentes, materiais e equipamentos necessarios para

a metodologia experimental e a descricdo do processo.

7.1 Amostras

Visto os alimentos mais suscetiveis a contaminacdo de ocratoxina A serem 0s cereais
e o café, para a determinacdo e quantificagdo desta micotoxina foram escolhidos um produto
de cereais, bolachas crackers constituidas essencialmente por farinha de trigo, e café torrado

moido, ambos obtidos num estabelecimento comercial em Lisboa — Portugal.

7.2 Reagentes e preparacdo de solucdes

Para a amostra de cereais, foi preparado o solvente de extracdo, para extrair a possivel
presenca de ocratoxina A das amostras em estudo, usando uma mistura de acetonitrilo (ACN)
para HPLC da Sigma - Aldrich e &gua ultrapura ou Mili-Q da Milipore, na proporgdo 60:40
respetivamente. O solvente de extracéo para o café foi 50:50 de metanol (MeOH) para HPLC
adquirido na Carlo Erba e a solugdo de hidrogenocarbonato de sédio (NaHCO3) 0,36 M. Sendo
esta Ultima preparada com 30 g de NaHCOs, (Panreac), pesados numa balanca analitica
Metller Toledo (d=0,0001g) para um baldo volumétrico de 1 L e dissolvidos em agua ultrapura.

A solucdo tampédo fosfato (phosphate buffered saline — PBS), com um pH de 7,4
ajustado com uma solucdo de de hidroxido de sédio (NaOH) 0,20 M, foi usada para diluir as
amostras e ativar as colunas de imunoafinidade (OCHRAPREP®). Esta solugao é constituida
por 0,2 g de dihidrogenofosfato de sddio (NaH2PO4), 1,2 g de hidrogenofosfato dissodico
(Na2HPO4), 8,0 g de cloreto de sddio (NaCl), obtidos na Panreac, e 0,2 g de cloreto de potassio
(KCI) da Scharlau. Estes sdo dissolvidos em &agua ultrapura num baldo volumétrico de 1 L,
sendo aferido o volume final com a mesma.

Para recuperar a ocratoxina A retida na coluna de imunoafinidade (R-Biopharm), foi
necessario preparar o solvente de desor¢cdo com 98,0 mL de metanol para HPLC e 2,0 mL de

acido acético glacial adquirido na Analar Normapur.
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Como solvente a injetar no HPLC foi utilizado uma mistura de metanol para HPLC,
agua ultrapura e acido acético glacial na proporcéo de 49:50:1, respetivamente.

A fase moével utilizada é constituida por acetonitrilo para HPLC, agua ultrapura e acido
acético glacial (CHsCOOH) na respetiva propor¢do 51:47:2, que serve como eluente pois
separa os componentes da amostra ao longo da fase estaciondaria, dependendo da afinidade
destes para com a coluna.

A curva de calibracdo é um passo importante para o processo de quantificacdo por
HPLC, uma vez que a reta obtida, a partir da concentracdo dos padrées e das areas dos picos
respetivos, ira originar uma equacdo que sera usada para calcular o teor da micotoxina na
amostra (ng/mL). Assim, para a sua elaboracéao foi necessario preparar uma solucéo de padréo
intermédio de ocratoxina A de 500 ng/mL a partir do padrdo comercial 1 pug/mL (Trilogy
Analytical Laboratory) reconstituido com 5,0 mL de metanol para HPLC, medidos por
micropipeta. Este padréo intermédio é feito de modo a economizar ao maximo o padréo
comercial. Para a solugdo intermédia foi utilizado um baldo volumétrico de 5,0 mL, onde foi
pipetado 2,5 mL do padrdo comercial sendo aferido o restante volume com metanol para
HPLC. Seguidamente foram preparadas cinco soluc¢des-padrdo de ocratoxina A com as
concentragdes 0,500; 1,00; 2,00; 5,00 e 10,0 ng/mL em bal6es de 25,0 mL a partir da solugéo
intermédia preparada anteriormente.

Na Tabela 6.1 estdo representados os volumes utilizados para as respetivas

concentracdes da curva de calibracéo.

Tabela 7.1 —Curva de Calibracéo

B Volume do padréo
Padr&o (ng/mL) ) o
intermédio (L)
STD1 0,500 25
STD2 1,00 50
STD3 2,00 100
STD4 5,00 250
STD5 10,0 500

Também foi utilizado corrente de azoto comprimido da Praxair, para evaporar o eluato

obtido da coluna de imunoafinidade.

7.3 Métodos a validar

7.3.1 Cereais

Primeiramente, as bolachas crakers foram moidas, num moinho Retch, de modo a tornar

mais facil o processo de extracdo da micotoxina da amostra. De seguida, pesou-se 25 g de

amostra moida, numa balanca analitica Metller Toledo (d = 0,0001 g), para um copo de 1 L,
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onde lhe foi adicionado 100 mL do solvente de extracdo, que se tapou com folha de aluminio.
Para que o processo de extracdo ocorresse mais rapidamente, levou-se 0 copo a agitar numa
placa de agitacdo (Heidolph unimax 210) durante 3 minutos a alta velocidade. Apds agitacédo a
amostra foi filtrada para um erlenmeyer de 250 mL com papel de filtro Aroi 185 mm.
Foram retirados 4,0 mL do filtrado, para um gobelé de vidro, a fim de serem diluidos com
44 mL de PBS. A amostra diluida passou pela coluna de imunoafinidade (OCHRAPREP®, R.
Biopharm) a um fluxo de 2 - 3 mL por minuto com a ajuda de uma seringa de 20 mL. Apds a
passagem da amostra, sem deixar secar, lavou-se a coluna com 10 mL de agua ultrapura, a
um fluxo de 5 mL por minuto. Posteriormente secou-se a coluna ao passar ar pela mesma
pressionando o émbolo da seringa, o que permitiu remover o maximo de vestigios de liquido.
De seguida foram adicionados 1,5 mL de solvente de desorc¢do, a fim de eluir a micotoxina da
coluna, que foi recolhido num vial, realizando trés vezes backflushing. Este sistema consiste
em levantar e baixar suavemente o émbolo da seringa durante a passagem do eluente pela
coluna de imunoafinidade, de modo a aumentar o tempo de contacto do solvente com o
anticorpo no interior da suspensao de gel e assegurar que toda a micotoxina foi eluida, como

exemplificado na Figura 7.1.

Seringa

| Tubo de
vidro

i~
Coluna de
imunoafinidade

Figura 7.1 — Exemplo da montagem para realizacdo da passagem de ar pela coluna e do backflushing.

Visto o solvente de desor¢cdo ndo ser o mais adequado para injecdo no HPLC este foi
evaporado com corrente de azoto, e ap0s secura o residuo foi redissolvido com 1,0 mL de
solvente de inje¢cdo e homogeneizado no vortex VWR. Depois foram injetados 100 pL da

aliquota final no HPLC (Agilent Technologies 1260 infinity).
7.3.2 Café
Pesou-se 15 g de café numa balanca analitica Metller Toledo (d = 0,0001 g), para um
erlenmeyer de 500 mL, sendo de seguida adicionado 150 mL de solvente de extracdo e o

frasco tapado com papel de aluminio. Agitou-se a amostra numa placa de agitacao durante 30

minutos a alta velocidade.
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Posteriormente, filtrou-se a amostra com papel de filtro (Aroi 185 mm) e retiraram-se 10
mL de filtrado para um copo de vidro para que fossem diluidos com 10 mL de PBS. Passou-se
a amostra diluida por uma coluna de imunoafinidade a um fluxo de 2 - 3 mL por minuto, com a
ajuda de uma seringa. Apés a passagem de toda a amostra pela coluna, esta foi lavada com 10
mL de agua ultapura a um fluxo de 5 mL por minuto até secar.

A micotoxina fixa na suspensao de gel foi eluida com 4 por¢gBes de 1 mL de desorcao
para um vial, executando backflushing trés vezes para cada porcédo. De seguida o eluato foi
evaporado com corrente de azoto até secura, sendo depois redissolvido com 1 mL de solvente
de injecdo e uniformizado no vortex, a fim de serem injetados 100 pL no HPLC (Agilent

Technologies 1260 infinity).

7.3.3 CondicBes da cromatografia liquida de alta eficiéncia

Para a quantificagdo de ocratoxina A nas amostras de café e cereais em estudo, o

HPLC foi configurado com os parédmetros apresentados na Tabela 7.2.

Tabela 7.2 — Condi¢Bes cromatograficas

Fase reversa: 4,6 mm x 12,5 mm
Pré-coluna Tamanho particulas: 5 pm
Marca: Teknokroma BRISA LC2 C18

Fase reversa: 4,6 mm x 250 mm;
Coluna Tamanho de particulas: 5 um
Marca: Teknokroma BRISA LC2 C18

Volume injecéo 100 pL
Bomba/Fluxo Isocratica: 1,0 mL/min
Temperatura do forno 40 °C

Fluorescéncia (FLD)
Detetor Emissao: 443 nm

Excitagcdo: 333 nm

Tempo de corrida 20 minutos

Fase movel ACN: H20: CH3sCOOH (51:47:2)

7.3.4 Quantificacdo de ocratoxina A por HPLC

De modo a quantificar a amostra quanto ao seu teor de ocratoxina A em ng/mL, foram
injetados os padrdes preparados para a curva de calibragdo no HPLC a fim de se obter uma
equagéo da reta (7.2).

y=ax+b (7.2)
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Sendo que y representa a area do pico, a o declive da reta, x a concentragdo da ocratoxina A

na amostra e b a ordenada na origem. A equacgédo da reta mostra a relagdo matematica entre o
valor de x (concentragdo de ocratoxina A) e a medida de y (area do pico).

Para se considerar os dados obtidos vélidos deve verificar-se o valor de R? (coeficiente de
correlacdo), que devera estar o mais préximo de 1, pois quanto mais proximo de 1 menor sera
o valor do desvio padrédo residual e, consequentemente, menor serd a incerteza associada ao
resultado final do ensaio. O valor minimo aceite € 0,995, abaixo disso é recomendavel que a
andlise seja realizada novamente (Marques, 2007; RELACRE, 2000).

Um vez que a equacdo da reta indica o teor de micotoxina em nanogramas por mililitro
de amostra e o resultado final pretendido consiste em saber a quantidade de ocratoxina A em
microgramas (ug) por kilograma (Kg) de amostra, foi necessario recorrer a expressao
matematica (7.3).

S _mOTAx(VB)x (v1)x (1000)x ( 1 ) s
(hgrkg) = =75 V4 V2 m 1000 (7:3)

Onde, mota representa a concentracdo de OTA correspondente a area do pico, obtida da reta

de calibragéo presente no volume de inje¢do; m a massa da toma analitica em gramas; V1 0
volume do solvente de extracédo em mililitro; V. a fragdo do volume do filtrado de amostra que
entra na coluna de imunoafinidade em mililitro; Vs o volume final obtido apds eluigdo em mililitro
e Vs a fracdo de volume da solucdo de amostra injetada na coluna HPLC em mililitro.

Para cada analise realizada foi necessario fortificar uma amostra de modo a garantir
gue possiveis interferéncias de matriz ndo influenciavam a detecdo do analito, neste caso a
ocratoxina A. Segundo o Regulamento (UE) N° 519/2014 de 16 de maio de 2014 um ensaio
para a determinac@o de ocratoxina A apenas € considerado vélido se a amostra fortificada
apresentar uma percentagem de recuperacao entre os 50 e 120 %.

O procedimento para a amostra fortificada foi realizado do mesmo modo das restantes
amostras, sendo esta sujeita a adicdo de uma quantidade de padrdo de concentragdo
conhecida. A por¢do de padrdo a ser adicionada é determinada de forma a garantir que a
amostra fortificada se encontre sempre dentro da curva de calibracdo. Posto isto, foram
adicionados 0,200 mL da solugédo intermédia (500 ng/mL) a amostra de cereais e 0,120 mL a
de café, no inicio do procedimento, de modo a que a aliquota final a ser injetada no HPLC
apresentasse uma fortificacdo de 4 ng/mL de ocratoxina A. Se a massa de ocratoxina A na
amostra cair fora da gama da reta de calibracéo ajusta-se a quantidade injetada, diluindo essa

fracdo de amostra.
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8. Resultados e Discussao da validacdo do método de quantificacdo de

ocratoxina A por HPLC

Visto o método a validar se tratar de uma analise quantitativa e uma determinacéo de

concentracdes residuais de ocratoxina A, foram considerados todos os requisitos analiticos

para o processo de validagdo, mencionados no Guia RELACRE n°13. Uma vez que o método

de quantificacdo foi efetuado em amostras distintas, cereais e café torrado, e as condi¢gGes

cromatograficas serem idénticas, foi necessario realizar uma curva de calibragdo que

abrangesse ambos os produtos alimentares,
simultaneamente.

8.1 Curva de Calibracéo

8.1.1 Gama de trabalho

permitindo analisar ambas as amostras

Depois de vérias tentativas para encontrar a gama de trabalho mais adequada para o

método de quantificacdo de ocratoxina A em alimentos, chegou-se as seguintes concentracdes
de padrdo: 0,500 ng/mL, 1,00 ng/mL, 2,00 ng/mL, 5,00 ng/mL e 10,0 ng/mL. Na tabela 8.1

estdo apresentados os valores das concentragbes e 0s respetivos sinais cromatogréficos,

referentes & area do pico, que deram origem a reta de calibracao ilustrada na Figura 8.1.

Tabela 8.1 — Padrdes da curva de calibracéo e o respetivo sinal cromatogréafico

Concentracédo (ng/mL) Area do pico cromatogréfico
0,500 0,12
1,00 0,21
2,00 0,44
5,00 1,2
10,0 2,4

3,000
2,500
2,000

1,500

Sinal analitico

1,000
0,500

0,000

y =0,2424x - 0,0229
R?=0,9997

0,000

2,000 4,000 6,000 8,000 10,000 12,000
Concentragao (ng/mL)

Figura 8.1 — Curva de Calibragdo da ocratoxina A na gama de concentrag6es de 0,500 a 10,0 ng/mL
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Para a avaliar a gama de trabalho foi efetuado o teste de homogeneidade das variancias,
analisando 10 vezes o primeiro (0,500 ng/mL) e o ultimo padréo (10,0 ng/mL). Nas Figuras 8.2

e 8.3 estdo expostos um dos cromatogramas obtidos para os padrdes 0,500 e 10,0 ng/mL,
respetivamente.

LU

0,06 -

0.055

— 11 545

0,06 ‘
0.045

0.04

——— 71— 77—
0 2 - ] 8 10 12 14

Tempo de retengdo (minutos)

Figura 8.2 — Cromatograma correspondente ao padrao 0,500 ng/mL

LU

0.18

—=44-547

0.14

0.06

(1] ? A;. A R 10 12 14
Tempo de retengdo (minutos)

Figura 8.3 — Cromatograma correspondente ao padrdo 10,0 ng/mL

Os cromatogramas alcangados facultam os valores da area do pico e do tempo de
retencao relativo a micotoxina em estudo, sendo de 0,12 e 11,6 minutos, respetivamente, para
0 padrdo mais baixo. Para o padrao mais alto obtém-se uma area mais elevada, de 2,4, e um

tempo de retencdo semelhante ao padrdo mais baixo, visto se tratar do mesmo analito.
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Os resultados observados na Tabela 8.2 foram utilizados para calcular as variancias

associadas ao primeiro e Ultimo padrao utilizando as equacdes (6.1) e (6.2),

Tabela 8.2 — Areas dos picos, valor médio, desvio padrdo e variancia dos padrdes 0,500 ng/mL e 10,0

ng/mL
Area dos picos cromatograficos
Padréo 0,500 ng/mL Padréo 10,0 ng/mL
0,09 2,40
0,10 2,40
0,10 2,40
0,10 2,40
0,10 2,40
0,11 2,40
0,12 2,40
0,12 2,40
0,13 2,40
0,13 2,30
Valor médio 0,11 2,39
Desvio padréo 0,01 0,03
Variancia 0,0002 0,001

Para avaliar o valor das variancias foi calculado o PG pela equacéo (6.3). Sendo neste
caso, Si? o valor da variancia do padrdo 10,0 ng/mL e Sj? do padrdo 0,500 ng/mL, obtendo-se
um PG igual a 5,00. Para averiguar a existéncia de diferengas significativas entre as variancias
comparou-se o valor de PG com o valor tabelado da distribuicdo F de Snedecor / Fisher, para
um intervalo de confianca de 99 % e para (n — 1) graus de liberdade, que para este caso era
igual a 9. Sendo o valor tabelado de 5,35. Assim apurou-se que o resultado de PG foi inferior
ao valor critico (F), ou seja, ndo existem diferencas significativas entre as varidncias, sendo a
gama de trabalho utilizada adequada.

Outro ponto examinado foi o sistema cromatografico de modo a investigar se este era
adequado para a determinacdo de ocratoxina A. Para isso foram usados os dados fornecidos
pela homogeneidade de varidncias, a fim de se determinar o coeficiente de variacdo (CV %),
utilizando as equacdbes (6.4) e (6.5). Os resultados desta analise sdo apresentados na Tabela
8.3.
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Tabela 8.3 — Analise ao sistema cromatografico para a o padrao 0,500 ng/mL

Area do pico

Tempo de retencédo

0,100 11,64

0,100 11,62

0,100 11,62

0,100 11,63

0,110 11,62

Valor médio (X) 0,100 11,62

Desvio padréo (s) 0,004 0,01
Coeficiente de variacéo

4,4 0,08

(CV %)

Uma vez que o CV (%) em é&rea foi inferior a 5 % e em tempo de retencao foi inferior a

2%, critérios internos da empresa, considerou-se o sistema cromatografico adequado para a

analise de ocratoxina A.

8.1.2 Linearidade

Foi avaliada a linearidade da curva de calibracdo apresentada na Figura 8.1. Através

da inspecao gréafica constatou-se que a curva de calibracéo € linear, uma vez que o coeficiente

de correlacdo é préximo da unidade. Para comprovar estatisticamente esta constatacdo foi

realizado o teste de RIKILT. Para isso foram utilizadas as equac8es apresentadas na secgéo

6.1.2, obtendo-se os resultados apresentados na Tabela 8.4

Tabela 8.4 — Concentragdo do padrdo e respetivo sinal instrumental, razdo entre o sinal analitico e a

concentragdo do padrdo e a percentagem de linearidade para cada ponto da reta e a média das razdes

n Xi Yi yilXi yilXi (%)

1 0,500 0,12 0,24 104

2 1,00 0,21 0,21 91

3 2,00 0,44 0,22 96

4 5,00 1,20 0,24 104

5 10,0 2,40 0,24 104
Média (yi/Xi)m 0,23

Com os valores da Tabela 8.4 foi criado um grafico, mostrado na Figura 8.4, onde o

eixo das abcissas representa as concentracdes do analito e o eixo das ordenadas os valores

das percentagens calculadas.

56



Validagdo do método de quantificacdo da ocratoxina A por HPLC em cereais e café, no
Laboratorio da SGS Portugal | Marlene Fernandes

150 ~
140 -
130 -
120 -
110 A
100 -
90 *
80 4

(ilxi/(yilxiym (%)

60 -
50 T T T T T 1
0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 12,0

xi (ng/ml)

Figura 8.4 — Teste de RIKILT para avaliar linearidade

Analisando a Tabela 8.4 e a Figura 8.4 averiguou-se que cada ponto da reta de
calibracdo estd situado entre os 90% e 0s 110%, respeitando as condi¢cBes do teste RIKILT e

comprovando que a funcéo de calibragéo € linear.

8.2 Limiares analiticos

8.2.1 Limite de detecéo

Para ter uma ideia do limite de dete¢do (LD) do método em estudo, calculou-se o
mesmo para a primeira curva de calibracdo, apresentada na Figura 8.1. Para isso foram
usadas as equacdes (6.7) e (6.8) assim como os valores expostos na Tabela 8.1. Resultando
num LD de 0,266 ng/mL.

8.2.2 Limite de quantificacéo

O limite de quantificacdo deste método corresponde ao primeiro ponto da curva de
calibracdo, sendo confirmado no inicio de cada analise através da expressdo matematica (6.9).
Para as varias curvas de calibracao efetuadas ao longo do processo de validagdo, o limite de

quantificacdo obtido variou entre 0,500 e 0,800 ng/mL.

Os valores dos limiares analiticos podem variar ligeiramente, uma vez que sé&o
preparadas diariamente novas curvas de calibracdo para a mesma gama de trabalho, havendo
possivelmente oscilagbes na estabilidade dos padrdes até o momento da sua injecdo no HPLC,
assim como nos volumes pipetados na preparacdo dos padres devido a incerteza associada

ao material.
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8.3 Precisao

Para a validacdo da metodologia em questdo foram avaliadas a repetibilidade e a
precisdo intermédia. Segundo o Guia RELACRE, para estudar a repetibilidade sdo necessarios

pelo menos 10 medic¢des, sobre a mesma amostra, e no minimo 15 para a precisao intermédia.

8.3.1 Repetibilidade

De modo a estudar a repetibilidade do método, para as amostras de café e de cereais
em estudo, foram realizadas 10 determinacdes de cada matriz e calculada a concentracao de
analito presente, assim como o respetivo valor médio, desvio padrao, limite de repetibilidade,
repetibilidade (%) e coeficiente de variacdo. Visto a repetibilidade ter sido analisada num dia
posterior aos outros parametros, sendo que também as duas matrizes foram analisadas em
dias diferentes, foram preparadas novas curvas de calibracdo, resultando em y = 0,2381x +
0,0251 para as bolachas crackers e y = 0,2291x + 0,0262 para o café. De sobressair que a
determinacdo da concentracdo de analito (ug/Kg) nas amostras foi realizada segundo a
equacéo (7.3). Pelo facto de na amostra de cereais ndo ter sido detetada a presenca de
ocratoxina A foi necessario fortificar as 10 aliquotas analisadas com 4 ng/mL de analito, de
modo a ser possivel avaliar a repetibilidade. Posto isto, os resultados obtidos podem ser

observados na Tabela 8.5.

Tabela 8.5 — Resultado da avaliagdo da repetibilidade para uma amostra de cereais e café torrado

) Concentracgéo ] Concentracéo
Tipo de amostra Tipo de amostra
(g/Kg) (Mg/Kg)
2,70 7,30
2,50 7,20
2,70 7,23
2,50 7,29
Bolachas 2,62 7,31
Café
crackers 2,79 7,26
2,59 7,07
2,49 7,08
2,78 7,31
2,79 7,04
Média 2,65 Média 7,21
Desvio padréo 0,12 Desvio padréo 0,11
N° de medicdes 10
Limite de Limite de
o 0,34 o 0,30
Repetibilidade Repetibilidade
CV (%) 4,5 CV (%) 15
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Analisando a Tabela 8.5 pode-se constatar que se obteve um limite de repetibilidade de

0,34 e 0,30 para os cereais e o café respetivamente, com um nivel de confianca de 95 %. Ou

seja, a diferenca absoluta entre dois resultados de ensaio, obtidos em condicdes de
repetibilidade, ndo devera exceder os valores de 0,34 para cereais e 0,30 para cafés.

Na amostra de cereais apurou-se uma diferengca maxima, entre duas concentragdes, de

0,30 ug/Kg e, de 0,27 pg/Kg para a amostra de café. Uma vez que 0s ensaios respeitam o

limite de repetibilidade, os resultados foram aceites por ndo haver diferengas significativas.

Para validar o método em termos de repetibilidade o CV (%) deve ser inferior a 5,0 %.

Visualizando os dados da Tabela 8.5, verifica-se que para ambas as amostras este requisito

também foi atingido, sendo de 4,5 % para a amostra de cereais e 1,5 % para o café.

8.3.2 Precisao intermédia

Para determinar a precisdo intermédia de um meétodo foram aproveitadas as 10
medi¢bes da repetibilidade, de cada matriz, realizadas no mesmo dia e, num dia posterior
repetiu-se o ensaio, com o mesmo analista, realizando mais 5 determinacdes. Portanto a
condicdo que variou neste parametro foi o dia da analise. As cinco novas medi¢des, de cada
amostra, como foram realizadas num dia diferente das restantes, foram preparadas novas
curvas de calibragéo, resultando em y = 0,2352x + 0,0498 para a amostra de cereais e em y =
0,2294x + 0,0232 para o café. Os resultados da avaliacdo da precisdo intermédia, para as

amostras de café e de cereais, pode ser observada na Tabela 8.6.
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Tabela 8.6 — Resultado da avaliacdo da precisdo intermédia para uma amostra de cereais e café,

realizadas em datas diferentes pelo mesmo analista

) Concentragéo ] Concentracéo
Tipo de amostra Tipo de amostra
H9/Kg H9/Kg
2,70 7,30
2,50 7,20
2,70 7,23
Bolachas 2,50 ] 7,29
Cafe
Crackers 2,62 7,31
: 1° dia
1°dia 2,79 7,26
(3/11/2015)
(28/09/2015) 2,59 7,07
2,49 7,08
2,78 7,31
2,79 7,04
2,43 6,87
Bolachas
2,47 Café 7,21
Crackers .
, 2,74 2°dia 7,02
2°dia
2,72 (4/11/2015) 7,22
(29/09/2015)
2,74 7,52
Média 2,64 Média 7,20
Desvio padréo 0,13 Desvio padréo 0,16
N 15
Precisdo Intermédia 0,36 Precisdo intermédia 0,44
CV (%) 49 CV (%) 2,2

A preciséo intermédia é considerada validada se o coeficiente de variagdo for inferior a

5,0 %. Observando os resultados obtidos na Tabela 8.6 verificou-se que tanto o CV (%) para 0s

cereais como para o café foram inferiores ao critério exigido, sendo de 4,9 % e 2,2 %,

respetivamente. Assim, pode-se concluir que o requisito exigido para considerar o parametro

aprovado foi cumprido.

Tanto na repetibilidade como na precisédo intermédia, o CV (%) obtido para os cereais

foi superior ao do café, isto pode dever-se ao facto da amostra de cereais ndo apresentar

ocratoxina A, sendo necessario a adicdo de uma quantidade do analito em estudo para validar

estes dois parametros,

resultando deste modo em concentracdes mais

consequentemente num coeficiente de variacao superior.

instaveis e
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8.4 Exatidao

Neste trabalho, foram realizados doze ensaios de recuperacdo para cada amostra, de
modo a avaliar a exatiddo do método.

Visto este pardmetro ter sido avaliado numa altura posterior dos anteriores, sendo que
também as duas matrizes foram analisadas em dias diferentes, foi necessario preparar uma

nova curva de calibracdo, advindo a equacao y = 0,2496x - 0,040 para as bolchas crackers e y
=0,2294x + 0,0232 para o café.

Na Figura 8.5 e 8.6 estdo representados um dos cromatogramas obtidos para a
amostra de cereais ndo fortificada e fortificada, respetivamente.

(V)

0.064

T T T T
0 3 4 & 8 10 12 14

Tempo de retencio (minutos)

Figura 8.5 — Cromatograma da amostra de cereais néo fortificada

LU

B
510

Tempo de retengdo (minutos)

Figura 8.6 — Cromatograma da amostra de cereais fortificada com 4 ng/mL de ocratoxina A

Observando as figuras acima, apurou-se que na amostra nao fortificada néo foi

detetada a presenca de analito, devido a auséncia do pico. Ja na amostra fortificada, apés
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adicdo de 4 ng/mL de analito, ao minuto 11,5 apareceu o pico da ocratoxina A com uma area
de 0,67, que corresponde a uma concentracéo de 2,47 ug/Kg.

Para a amostra de café foi realizado o mesmo procedimento, resultando nos
cromatogramas apresentados nas Figuras 8.7 e 8.8 para os ensaios nado fortificado e
fortificado, respetivamente.

LU

0.8+
06
0.4+

02+

11173

T T T T

Tempo de retencdo (minutos)

Figura 8.7 — Cromatograma da amostra de café néo fortificada

LU

PO - - . o - s . o .. o N . - —

Tempo de retencdo (minutos)

Figura 8.8 — Cromatograma da amostra de café fortificada com 4 ng/mL com uma diluigéo (1:2)

De acordo com a Figura 8.7 constatou-se a presencga de ocratoxina A na amostra ndo
fortificada por exibir um pico ao minuto 11,2 com uma area de 2,0. Apés fortificagdo da amostra
verificou-se que o pico obtido apresentava uma area de 3,7, ou seja superior & gama de
trabalho, assim de forma a manter o resultado dentro da faixa de concentragfes, utilizadas
para a curva de calibracdo foi feita uma diluicdo de 1:2, resultando no cromatograma

observado na Figura 8.8, com um pico que surge aos 11,1 minutos e com uma area de 1,9.
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Tendo em consideracdo o mencionado acima sdo apresentados os resultados da

avaliacdo da exatidao na Tabela 8.7, segundo ensaios de recuperacao para as amostras de

cereais e café.

Tabela 8.7 — Resultado da analise a exatiddo do método para a amostra de cereais e café

Concentracéo Concentracéo
Concentracéo
Amostras amostra ndo amostra adicionada Recuperagéo
fortificada fortificada (%)
(ng/mL) (ng/mL) (ng/ml)

0 2,46 61,5

0 3,38 84,5

0 3,30 82,5

0 2,71 67,8

0 2,46 61,5

Cereais 0 202 4 055
0 3,13 78,2

0 2,88 72,0

0 2,62 65,5

0 2,37 59,2

0 2,83 70,8

0 2,38 59,5

Média 69,0

Desvio padréo 8,8

CV (%) 12,7

4,36 8,18 95,5

4,36 8,31 98,8
4,36 8,75 109,8
4,36 8,75 109,8

4,36 8,31 98,8
Café 4,36 8,75 109,8
(Diluicao 1:2) 4,36 8,75 ‘ 109,8
4,36 8,75 109,8
4,36 8,75 109,8
4,36 8,75 109,8

4,36 7,87 87,8

4,36 8,31 98,7
Média 104,0

Desvio padréo 7,7

CV (%) 7,4
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Ao analisar os resultados indicados na Tabela 8.6 verifica-se uma média de

recuperacado de 69,0 % para a amostra de cereais e de 104,0 % para amostra de café, estando

estes valores dentro do intervalo de aceitacdo (50-120%) dado pelo Regulamento (UE) N°

519/2014 de 16 de maio de 2014, para a ocratoxina A. Assim pode afirmar-se que a exatidao
deste método foi validada.
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9. Conclusao

Este trabalho surgiu com o objetivo de realizar e validar o método de quantificacdo de
ocratoxina A em cereais e café por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), uma vez
gue a SGS tinha apenas como alternativa para esta analise o método imunologico Enzyme
Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA). A monitorizagdo de micotoxinas, nomeadamente
ocratoxina A, nos alimentos como nos cereais e café, € um procedimento que tem de constituir

uma rotina sistematizada. O presente trabalho contribui, assim, para este objetivo.

A validagdo é um processo dinamico constante, que comeca nas fases de selecao,
desenvolvimento e otimizacdo do método e na qualificacdo dos equipamentos, materiais e da
mao-de-obra, continuando no decorrer da fase experimental.

Para validar a metodologia foram realizados estudos de linearidade, limites de detec&o
e de quantificacao, repetibilidade, precisdo intermédia e exatidao.

Foi escolhida uma gama de trabalho que pudesse ser utilizada para analisar diferentes
matrizes alimentares simultaneamente, neste caso cereais e os seus derivados e café torrado.
Relativamente & linearidade, esta foi verificada entre as concentragbes 0,500 ng/mL e 10,0
ng/mL, uma vez que se conseguiu um coeficiente de correlagdo (R?) superior a 0,995. De modo
a evitar incertezas associadas a resultados que saiam fora da gama linear, deve-se nesses
casos proceder a diluicdo da amostra para concentra¢des superiores ao padrdo mais alto da
curva de calibragdo, como sucedeu com a amostra de café analisada. No caso de serem
concentracdes inferiores a 0,500 ng/mL deve fortificar-se a amostra de modo a quantidade de
analito se encontrar dentro do intervalo da gama de trabalho. Quanto ao limite de dete¢&o foi
de 0,266 ng/mL e o limite de quantificacdo (LQ) corresponde ao primeiro ponto da curva de
calibracéo, sendo este confirmado diariamente. Como existem varios fatores que podem oscilar
durante a preparacdo dos padrdes da curva de calibracdo o LQ deste método encontra-se
entre 0,500 e 0,800 ng/mL. Em termos de repetibilidade e precisao intermédia, para ambas as
matrizes a metodologia também foi validada pois apresentaram um coeficiente de variagao
inferior a 5 %. Por ultimo, foi avaliada a exatiddo do método recorrendo a realizagdo de ensaios
de recuperacdo para ambas as amostras em estudo. Onde se obtiveram resultados positivos,
ou seja estes apresentaram-se dentro do critério de aceitacdo (50-120 %) assinalado no
Regulamento (UE) N° 519/2014 de 16 de maio de 2014, para a ocratoxina A, confirmando-se
assim a exatiddo do método.

Outro ponto a ter em conta para a validacdo de um método, é este ser capaz de
fornecer dados validos tanto numa amostra com ou sem 0 analito em estudo. Durante o
processo de validagéo foi possivel verificar que o método validado teve capacidade de analisar
os dois tipos de amostras, uma vez que a amostra de cereais ndo apresentou 0 pico
correspondente a ocratoxina A, sendo necesséario a adicdo de padrdo para avaliar certos

parametros, ao contrario da amostra de café.
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Deste modo, pode-se concluir que o método proposto para a quantificacdo de
ocratoxina A em cereais e café apresentou resultados confiaveis para poder ser utilizado
regularmente para essa finalidade. Passando a fazer parte da ampla gama de andlises a
produtos que a SGS Portugal executa. Concluindo-se também que o processo de validacao é
uma etapa indispensavel para garantir a qualidade e credibilidade dos resultados obtidos por

um método validado.

Apo6s a otimizagdo e validagdo deste método, e sendo estes processos continuos séo
sugeridas seguidamente algumas propostas que podem ser realizadas futuramente:

4 Avaliar a estabilidade das solu¢cbes amostra e padrdo, ao longo do tempo,
enquanto se encontram na bancada de trabalho e também quando se encontram nos vials
antes de serem injetados.

4 De modo a garantir a viabilidade do método validado para alimentos a base de
cereais, uma vez que so se utilizou um tipo de matriz (bolachas a base de trigo) podera repetir-
se esta etapa usando outro tipo de cereal.

v Participar em ensaios interlaboratoriais ou utilizar materiais de referéncia

certificados como outra forma de avaliar a exatidao.
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