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Resumo

A prética de adulteracdo de alimentos é uma atividade muito antiga, tendo como intuito o
aumento da matéria prima e do lucro. As adulteracdes podem colocar em causa a seguranca alimentar
dos consumidores, originando produtos de baixa qualidade nutritiva. Entre os anos 2007 e 2008, foram
relatados casos de hospitalizagdo por insuficiéncia renal e até de mortes de animais domésticos, que
tinham consumido alimentos adulterados com melamina. A melamina é um produto quimico
amplamente utilizado em processos industriais. Possui uma massa de azoto idéntica a das proteinas e é
facilmente aplicado, ilegalmente, em alimentos para aumentar o conteido aparente de proteinas, dando
falsas leituras a métodos de determinacgdo de azoto total. De modo a colmatar esta situagdo, existem
métodos de detecdo e quantificacdo de melamina. O ensaio de imunoabsor¢do enzimética (ELISA) é
um teste imunoenzimatico que deteta anticorpos e antigénios especificos, sendo possivel detetar e
quantificar as proteinas presentes nos alimentos analisados através da interacdo entre anticorpo e
antigénio. A sua elevada especificidade e sensibilidade permite a detecéo e a quantificacdo seletiva de
moléculas. O método ELISA é amplamente utilizado na forma de kit comercial — validado pelo
fornecedor, sendo necessario um equipamento especifico para leitura da absorvancia final. Devido a
elevada necessidade de identificar a presenca de melamina nos alimentos e garantir a seguranca
alimentar dos consumidores, o principal objetivo do presente estudo foi implementar a detecdo e a
quantificagdo de melamina pelo método ELISA através dos pardmetros: gama de trabalho, curva de
calibracdo, limite de detegdo (LD) e limite de quantificacdo (LQ), repetibilidade, reprodutibilidade e
exatiddo. Assim, o método foi implementado para leite no laboratério da SGS Portugal, demonstrando

que o método ELISA é adequado para o objetivo proposto.

Palavras-chave: adulteracdo, detecdo, quantificacdo, ELISA, melamina.
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Abstract

The food adulteration is an old activity, with the objective of increasing the raw material and
the profit. These adulterations can constitute a food safety concerns, since originate products with low
nutritive quality. In 2007 and 2008 multiple cases of hospitalization by renal failure and even deaths
were reported, in people and animals who had consumed food adulterated by melamine. Melamine is a
chemical product widely used in industrial processes. It presents an identical nitrogen mass to the
protein ones, and it is easily applied illegally in some products to increase the apparent protein content,
originating false readings in nitrogen determination methods. To solve this situation, there are methods
to detect and quantify melamine. The enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) is
an enzyme immunoassay that detects specific antibodies and antigens, making it possible to detect and
quantify the proteins present in the products through the interaction between antibodies and antigens.
The method has high specificity and sensitivity and allows the detection and selective quantification of
molecules. The ELISA method is widely used as a commercial kit validated by suppliers, being
required a specific equipment to read the final absorbance. Due to its relevance of food melamine
identification in order to guarantee consumer food safety, the main objective of the present study was
to implement the detection and quantification of melamine by the ELISA method through the
parameters: work range, calibration curve, detection limit (DL) and quantification limit (QL),
repeatability, reproducibility and accuracy. The method was implemented for milk in SGS Portugal's

laboratory, demonstrating that the ELISA method is adequate for the required purpose.

Key words: adulteration, detection, quantification, ELISA, melamine.
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Introducao

A prética de adulteracdo de alimentos é uma atividade tdo antiga como comprar e vender
produtos alimentares, tendo como intuito o aumento da matéria prima e do lucro (Sharma &
Paradakar, 2010; Souza et al., 2011). As adulteracbes podem colocar em causa a seguranca alimentar
dos consumidores, originando produtos de baixa qualidade nutritiva, sendo os produtos alimentares
processados 0s mais sujeitos a adulteracdo (Barui et al., 2012; Sharma & Paradakar, 2010; Souza et
al., 2011).

Devido a crise de adulteracdo observada em produtos de formula infantil e em alimentos para
animais domésticos que levou a hospitalizacdo de bebés na China e a morte de animais, a melamina
ganhou notoriedade (An et al., 2017; Ling et al., 2016). Em ambos o0s casos, bebés e animais,
apresentavam o mesmo sintoma, insuficiéncia renal (Dobson et al., 2008).

Estes acontecimentos tornaram-se uma preocupacdo alimentar global (Ling et al., 2016),
levando a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e a Food and Drug Administration (FDA) (WHO,
2009) a estabelecerem limites maximos de ingestao diaria para a melamina em produtos alimentares.

A melamina é um composto sintético, pouco sollvel, que tem sido amplamente utilizada como
adulterante de proteina, uma vez que contém um elevado teor em azoto (66%) (Abernethy & Higgs,
2013), originando falsas leituras nos métodos tradicionais de determinacdo do teor de proteina
(Sharma & Paradakar, 2010). A determinacédo do teor de proteina, normalmente, é feita pelos métodos
Kjeldahl e Dumas, baseados na quantificacdo de azoto total (Ohlsson et al., 2012), mas estes apenas
determinam a quantidade de azoto e ndo distinguem o azoto proteico do ndo proteico (Yhee et al.,
2009).

Assim, para a dete¢do e quantificacdo de melamina, foram desenvolvidos métodos com
elevada sensibilidade e seletividade que podem ser considerados métodos de rastreio e métodos de
confirmagdo (Garber, 2008; Hau, 2009; Lutter et al., 2011). Os ensaios de imunoabsor¢do enzimética
(ELISA) e a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) sdo considerados métodos de rastreio.
S8o muito utilizados na industria alimentar para a identificacdo e quantificagdo de alergénios,
contaminantes e adulterantes. A cromatografia gasosa (GC) e a cromatografia liquida (LC) acopladas a
espetrometria de massa (MS) sdo considerados métodos confirmatorios (Garber, 2008; Hau, 2009;
Lutter et al., 2011; Wu & Zhang, 2013).

Para lidar com o problema melamina, foram desenvolvidos os kits de ensaio
imunoenzimaticos comerciais para tornar possivel a determinacéo quantitativa rapida, oferecendo uma
solucédo que satisfazia os requisitos de rastreio de um grande nimero de amostras (Wu & Zhang, 2013;
Garber, 2008; Hau, 2009). Este método é atualmente o mais utilizado nas industrias alimentares e
agéncias oficiais de controlo de alimentos para a monitorizacdo da contaminacédo acidental de produtos

alimentares (Montserrat et al., 2015).



Neste tipo de método, ELISA, a melamina se estiver presente na amostra, competird pelo
anticorpo, impedindo deste modo que o anticorpo se ligue a substancia ligada ao pogo na microplaca.
O conjugado de enzima ligar-se-4& ao anticorpo primario que € envolto com o revestimento de
melamina nos pocos da microplaca. Apds a adigdo do substrato, obtém-se uma cor azul cuja
intensidade serd inversamente proporcional a concentracdo do analito, ou seja, exibe assim uma

diminuicdo na resposta (absorvancia) devido a presenca de analito na amostra (MaxSignal®, 2013).

Devido a elevada necessidade de identificar a presenca de melamina e de distinguir as
diferentes formas de azoto presente nas amostras, o principal objetivo do presente estudo foi
implementar a detecdo e quantificacdo de melamina no leite pelo método ELISA na SGS Portugal, de
modo a ser possivel controlar possiveis contaminagdes ou adulteracdes na inddstria alimentar,

garantindo, assim, a seguranca alimentar do consumidor.



1. Société Générable de Surveillance

1.1. A Empresa

A Société Générable de Surveillance (SGS) é uma empresa mundialmente conhecida pelos seus
servigos prestados nas areas de inspecdo, analise, verificagdo e certificacdo (Gomes, 2012; SGS
Portugal, 2016). Em janeiro de 2017 foi estimado que a SGS possui aproximadamente 92 mil
colaboradores e 2.000 escritdrios e laboratérios em todo o mundo (Buman, 2017).

A empresa tem como Visdo ser a organizagdo de servigos mais competitiva e mais produtiva do
mundo, tendo como misséo a prestacdo de servigos de qualidade assegurada e como valores a paixao,
integridade, espirito empreendedor e inovagdo. S80 estes os valores que guiam a SGS no
melhoramento das suas competéncias, tornando-a uma referéncia nos seus segmentos (Gomes, 2012;
SGS Portugal, 2016; SGS, 2015).

1.2. A Histéria

A fundacdo SGS nasceu a 12 de dezembro de 1878 em Franga, apds o jovem imigrante lituano,
Henri Goldstiick, constatar que os exportadores de graos a granel que chegavam em navios ao porto de
Rouen, Franga, necessitavam de um representante para a verificacdo da qualidade e quantidade dos
grdos na sua chegada, em que a elevada humidade, os roubos ou acidentes que ocorriam durante o
transito de mercadoria, influenciavam significativamente a qualidade e a quantidade do produto.
Assim, em parceria com Joahann A. Hainze, criaram a empresa Goldstiick e Hainze & C# dando inicio
ao negocio de inspecdo a navios carregados de grdo que chegavam a Rouen. Em troca do seu servigo,
receberiam uma comissao do exportador com base no valor do envio (Gomes, 2012).
Em 1913, a empresa ja era responsavel pela inspecéo de 21 milhdes de toneladas de graos por
ano, tornando-se lider neste sector, gracas ao seu espirito inovador e empreendedor. Em 1915 a
empresa ja possuia cerca de 45 escritorios espalhados pela Europa com a Sede em Paris, mas devido a
Primeira Guerra Mundial, a Goldstlick e Hainze & C? é forcada a mudar a sua Sede para Genebra
(Suica) uma vez que este era considerado um pais neutral, podendo assim continuar a realizar as suas
operacOes. A 19 de julho de 1919, a empresa passa a estar registada com o nome de SGS, Société
Générable de Surveillance (Gomes, 2012; SGS Portugal, 2017).



1.3.  Competéncias

A SGS tem como competéncias a realizacdo de inspec0es, testes e verificacbes, em que nos
servicos de inspecdo podemos encontrar a verificacdo da quantidade e qualidade dos bens
comercializados. Os testes realizados permitem diminuir os riscos e garantir a qualidade e a seguranca
dos produtos, processos, servigos e sistemas, de modo a assegurar o cumprimento da lei em vigor. A
verificacdo tem como finalidade garantir a conformidade dos produtos e servigcos prestados pela
empresa (SGS Portugal, 2016).

Em cada uma das areas de competéncia da SGS encontram-se analises e ensaios, formacdes,
certificacdo e auditorias. A SGS realiza a supervisdo de cargas e descargas nos portos, entrepostos
aduaneiros, seguranca alimentar, controlo de qualidade de produtos de consumo, avaliacdo de aspetos
ambientais, avaliacdo de riscos de salde e seguranca. Ainda exerce inspec¢@es industriais, peritagens e
averiguacg0es do sector automobilistico (SGS Portugal, 2016; SGS, 2015).

No sector agroalimentar, a SGS atua na area da agricultura e pescas com analises da producao,
de produtos, monitorizacdo e certificacdo. Na indUstria alimentar, efetua andlises fisico-quimicas,
nutricionais, sensoriais, de biologia molecular e microbioldgicas, auditorias de seguranca alimentar,
certificacdo de produtos, da cadeia produtiva e de sistemas. No sector automdvel executa a supervisdo
de cargas e descargas. Relativamente ao retalho e restauragdo, a SGS realiza a analises de qualidade,
auditorias, apoio técnico e certificagdo (SGS, 2015).

1.4,  SGSem Portugal

A atividade da SGS em Portugal teve inicio em 1922, onde comegou a ser representada pela
empresa Garland Leidley, sendo responsavel pela supervisao de cargas e descargas de todos 0s navios.
Em 1939, com a aquisi¢cdo de laboratérios na Europa, os negocios em Portugal expandiram nas areas
de inspecdo e analise de matérias primas, minerais e metais (Gomes, 2012; SGS, 2015)

Entre o final da década de 60 e inicios da década de 70, a SGS em Portugal inicia a sua
supervisdao de produtos petroquimicos, deixando de ser apenas uma representacdo de Genebra e
obtendo assim a sua prépria identidade. Para além da supervisdo nos produtos petroquimicos, a SGS
Portugal passou a realizar inspecdes em fabricas de industrias de calcado, em consequéncia do acordo
celebrado com uma empresa de importacao soviética (Gomes, 2012; SGS Portugal, 2016).

Com o aumento de volume de trabalho, a SGS viu-se obrigada a expandir a sua atividade em
Portugal e, como tal, em 1980 abriu uma filial no Porto, uma vez que tinha um acordo firmado para
inspecBes pré-embarque de importagdes angolanas, que eram expedidas na sua maioria do porto de
Leixfes (Gomes 2012).

Atualmente a SGS em Portugal, possui varios escritorios presentes no continente e ilhas,

laboratérios e entrepostos aduaneiros (Figura 1.1) atuando em inspec0es, verificacbes metroldgicas
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qualificadas, andlises e auditorias técnicas em varias areas (SGS Portugal, 2016; SGS, 2015; SGS
Portugal, 2017)

Figura 1.1: Atual sede da SGS no Lumiar, Lisboa, onde retine todos os servigos da Grande Lisboa
como escritorios e SGS Portugal

1.4.1. Laborato6rios em Portugal

De modo a ajudar os exportadores portugueses, a SGS abriu dois laboratérios, o laboratério
téxtil no Porto em 1983, e o laborat6rio agroalimentar em lisboa em 1988, a SGS MultiLab.

Devido a alteracdes na legislacdo portuaria da concorréncia no sector e a um elevado nimero
de isencdes de inspecbes pré-embarques das cargas com destino a Angola, a SGS viu-se, no inicio dos
anos 90, forcada a explorar novas estratégias para aumentar a eficiéncia das operacfes internas e
diversificar o seu portfélio de servicos. Neste sentido, comecaram a ser oferecidos servigos
laboratoriais, como auditoria e recolha de amostras para verificagdo de questGes de higiene e
qualidade, a clientes de grandes cadeias de Fast Food, pastelarias, empresas de distribuicdo e
industrias transformadoras (Gomes, 2012).

Atualmente, a SGS possui laboratério acreditado na area agroalimentar, de detergentes,
cosméticos, produtos de higiene, dispositivos médicos, ensaios ndo destrutivos, seguranga ocupacional
e ambiental (Gomes, 2012; SGS Portugal, 2016).






2. Melamina

A melamina é um produto quimico amplamente utilizado em processos industriais, como a
producdo de plésticos, revestimentos, filtros comerciais, tintas, retardadores de chamas, entre outros
(Lu et al., 2017; Lutter et al., 2011; An et al., 2017). Por este motivo, pode ser encontrada em
superficies de contato com alimentos ou bebidas, através de loicas e outros utensilios de cozinha
produzidos com este tipo de plastico. Com o passar do tempo, ocorre a migracdo de peguenas
quantidades de melamina da superficie do material para o alimento, acabando por contamina-lo (Lu et
al., 2017).

2.1. A composicdo da Melamina

A melamina é um composto organico alcalino, considerado um trimero da cianamida, com 66%
da sua massa composta por azoto (Sharma & Paradakar, 2010) e € conhecida quimicamente como
2,4,6 — triamina — 1,3,5 — triazina (Ling et al., 2016; Lutter et al., 2011; Tittlemier, 2010), com a
formula molecular CsHsNs (Figura 2.1) (Tyan et al., 2009).

NH,

N~ SN

l o
H,N N NH,

Figura 2.1: Férmula molecular CsHsNg (Sharma & Paradakar, 2010)

A melamina foi sintetizada pela primeira vez em 1834 por Liebig por aquecimento de
tiocianato de potassio com cloreto de amonio. Posteriormente, foi-se obtendo de varias maneiras,
aquecendo carbonato de guanidina, tioureia, cianamida ou dicianodiamida (Tyan et al., 2009).
Comercialmente, a melamina é fabricada em grande escala a partir do aquecimento de ureia na

presenca de amoniaco (Sharma & Paradakar, 2010; Tyan et al., 2009)

A melamina pode ser hidrolisada para amilina, amilida e acido cianurico (Figura 2.2). Estes
derivados sdo também os subprodutos formados durante a sintese da melamina apés a sua ingestdo
(Tyan et al., 2009).
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Figura 2.2: Estrutura quimica da melamina (A) e dos seus metabolitos obtidos por
hidrolises 2,4-diamina-6-hidroxi-1,3,5-triazina (B), 6-amina-1,3,5-triazina-2,4-diol (C) e
acido cianurico (D) (Tyan et al, 2009).

A melamina pode ainda ser produzida como metabolito apds a ingestdo de ciromazina, ou seja,
pode ser produto do metabolismo da ciromazina, um composto usado como pesticida aplicado na
agricultura (Sharma & Paradakar, 2010; Tittlemier, 2010).

2.2.  Utilizagdo de melamina

A melamina é utilizada na sintese de residuos de melamina e formaldeido para a producédo
industrial de laminados de plastico, revestimentos, resinas, filtros comerciais, adesivos e compostos
moldados, tais como loica e utensilios de cozinha (Sharma & Paradakar, 2010; Tittlemier, 2010;
Gossner et al., 2009), intermediario quimico para a inddstria farmacéutica (Sharma & Paradakar,
2010; An et al., 2017), entre outros.

As resinas de melamina tém propriedades que retardam a propagacéo de fogo devido a libertagdo
de gas de azoto quando queimado ou carbonizado (Sharma & Paradakar, 2010), sendo utilizada numa
ampla gama de materiais a prova de chama, protegendo os usuarios de perigos de calor e a propagacao
de incéndio, como o caso de aeronaves e outros meios de transporte, atuando como bloqueador de
incéndio. Para além desta propriedade, um dos produtos derivados da melamina sdo conhecidos como
plasticos termoendurecidos, uma vez que o plastico é fixado apds a moldagem, mas se exposto a calor
suficiente, as resinas acabam por ceder. Desta forma, a loica e os utensilios de cozinha constituidos
por melamina, ndo devem ser expostos a temperaturas elevadas (iguais ou superiores a 120 °C),
suportando no entanto, um limite superior ao dos outros tipos de plastico (Tyan et al., 2009). Foram
testados em condicBes de simulacdo, materiais compostos pela policondensacdo de melamina e
formaldeido (por exemplo, tigelas, copos, pratos, talheres, entre outros). Verificou-se que a melamina
e o formaldeido migraram dos utensilios para os alimentos apds o uso repetido de microondas e
exposi¢ao ao calor usando um simulador de alimentos &cidos. O reaproveitamento do material de

cozinha faz com que sejam uma fonte de contaminacgdo, devido ao aumento da probabilidade de



lixiviagdo quimica e ingestdo durante a preparacao e o consumo de alimentos (Lund & Petersen, 2006;
Mannoni et al., 2016). No entanto, as quantidades provenientes destas fontes de contaminagéo, devem
apenas representar uma fracdo ndo significativa, contudo a evitar, dos niveis de base aos quais 0s seres
humanos estdo expostos diariamente (Ling et al., 2016; Sharma & Paradakar, 2010).

E de salientar, que, devido ao uso, & producdo e eliminagio a nivel industrial a presenca de
melamina pode surgir nos efluentes, sendo necessario o tratamento para remog¢do da mesma (Sharma
& Paradakar, 2010).

2.3. Contaminacdo e adulteracdo de géneros alimenticios e alimento para
animais por melamina. Toxicidade

A melamina ndo é um produto natural e ndo é autorizada a sua adi¢do nos alimentos. Contudo, ela
é utilizada como parte de materiais de cozinha e embalagens que entram em contato com os alimentos
(Tyan et al., 2009). Deste modo, a presenga de melamina nos alimentos pode ocorrer por fontes de
contaminacdo ou por adulteracdo (Lutter et al., 2011).

A titulo de exemplo, estima-se que parte da cadeia alimentar na China Continental foi, ao longo do
tempo, contaminada por ciromazina, consequéncia da elevada utilizacdo desse pesticida. A ciromazina
inibe a sintese de quitina e € normalmente adicionada aos alimentos para animais, de modo a controlar
as moscas no estrume. Além disso, é utilizada como inseticida em feijdo, aipo, cebola, tomate, entre
outros, e nas plantas, (EPA, 2013; Yokley et al., 2000; Li et al., 2011). A ciromazina pode ser
absorvida pelas plantas e ao serem consumidas pelos animais, acabou por estar presente na cadeia
alimentar (Sharma & Paradakar, 2010; Lutter et al., 2011). Estudos demonstraram que a melamina
acumula-se no leite de vacas e cabras ap6s estas ingerirem alimentos expostos a melamina. O
composto foi detetado em véarios produtos alimentares, incluindo varios produtos lacteos, alimentos
congelados processados, ovos e produtos de ovos secos, camarao e peixe. Esta evidéncia indica que a
melamina pode acumular-se numa variedade de animais e culturas vegetais normalmente consumidos,
através de alimentos contaminados por melamina e ciromazina nas racgOes tratadas (Bolden et al.,
2017).

A adulteracdo de alimentos € reconhecida por ser um fendmeno mundial com consequéncias
biol6gicas adversas. Quase todos os tipos de géneros alimenticios estdo sujeitos a adulteracdo ou a
contaminagdo e os problemas de autenticidade alimentar ndo sdo exclusivos dos alimentos para
consumo humano. Os alimentos para animais de estimacdo também foram contaminados com
substancias indesejadas (Rai et al., 2014).

Entre os anos de 2007 e 2008, foram descritos varios casos de hospitalizagdo por insuficiéncia
renal e mortes de animais domésticos e bebés, por consumo de alimentos adulterados com melamina
(Sharma & Paradakar, 2010; Lutter et al., 2011; Tittlemier, 2010; Gossner et al., 2009).



Nos Estados Unidos da América, os donos de centenas de animais que morreram e que foram
hospitalizados, relataram que estes apresentavam sintomas associados com a insuficiéncia renal apds o
consumo de um concentrado de proteina vegetal de origem chinesa (Tittlemier, 2010; Tyan et al.,
2009). Este alimento continha a melamina e o &cido cianurico (Tittlemier, 2010). A insuficiéncia renal
foi provocada pela digestdo da melamina que leva a formagdo de amonia e que por sua vez forma e
acumula cristais insoltveis nos rins (Tyan et al., 2009).

A origem da insuficiéncia renal foi atribuida a adulteracdo dos alimentos para animais com
melamina (Sharma & Paradakar, 2010), a que, foi intencionalmente adicionada durante a producao dos
alimentos para aumentar o seu conteldo aparente em proteina. De acordo com uma pesquisa dos
Estados Unidos da América, a adulteracdo resultou em efeitos na salde e morte em animais
domésticos em 35 estados, em Porto Rico e em quatro provincias canadenses (Rumbeiha et al., 2010).
Esta pratica foi associada a fins lucrativos, uma vez que a melamina é um produto quimico barato e
gue se encontra facilmente disponivel no mercado (Lutter et al., 2011; Tittlemier, 2010; Gossner et al.,
2009).

Outro grande incidente ocorreu na China no ano de 2008, foi relatado, a hospitalizacdo de bebés.
Este teve uma ampla cobertura mediatica e despertou a consciéncia do publico para os perigos da
contaminacdo com melamina. De acordo com Pei e seus colaboradores (2011), as causas deste
incidente estdo intimamente ligadas com o crescimento pouco regulado da industria lacticinia na
China, que levou a que um dos maiores produtores de productos lacticinios Chinés, a Sanlu Company,
comecasse a adulterar as suas férmulas de leite em p6 para crianga e por conseguinte causar uma
epidemia de casos de insuficiencia renal neste segmento da populacdo (Wu et al., 2009).

A propésito desta contaminagdo, Zhang e colaboradores fizeram um estudo num hospital com
criancas que tinham consumido a formula adulterada, e detectaram que cerca de 3,6% dessas criangas
desenvolveram pedras renais (Zhang, et al., 2009). Outro dado importante e que demonstra a
importancia da deteccdo da melamina foi providenciado por Liu e colaboradores, que noutro estudo
numa regido da China em que grande parte da populagdo infantil foi exposta ao leite contaminado,
mostraram que sem tratamento médico, 12% das criangas ainda mostravam sintomas passados seis
meses (Liu, et al., 2010). Por exemplo, a melamina foi encontrada numa férmula infantil chinesa em
concentragdes até 2563 mg/kg, o que ultrapassa a dose méaxima diaria toleravel de 0,2 mg/kg
estipulada pela Organizacdo Mundial de Sadde (Wang et al., 2014).

Um dos casos medidticos da retirada de produtos por grande empresas, foram os chocolates da
Cadbury. Estes contém leite na sua composi¢do e com suspeitas de contaminagdo com melamina na
fabrica instalada na China, a empresa britanica Cadbury, decidiu retirar os onze produtos de chocolate
feitos em Pequim (Publico, 2008).

Estes acontecimentos resultaram num grande ndmero de estudos sobre o impacto da exposicdo a
melamina na funcéo renal. Contudo, de acordo com Bolden e colaboradores, a melamina pode ter

outros efeitos negativos na salde humana para além da disfuncdo renal. Estes realizaram uma analise
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abragente da literatura existente sobre o impacto a nivel neuroldgico, na funcdo reprodutora e
atropométrica apos exposicdo a melamina. Os resultados obtidos ndo forneceram uma base solida
sobre quais os efeitos nestas trés areas. No entanto, este estudo pioneiro serve como base para que no
futuro sejam feitas pesquisas mais aprofundadas sobre o impacto na saude associados a exposicao de
melamina (Bolden et al., 2017).

O teor de proteina muitas vezes é medido indiretamente pelo método Kjeldahl, o qual quantifica a
presenca de azoto, contudo ndo distingue o azoto das moléculas ndo proteicas como é o caso da
melamina, levando a resultados erroneos e facilitando desta forma a adulteracdo dos produtos
alimentares (Tittlemier, 2010; Tyan et al., 2009). Como exemplo, temos a adi¢do de melamina no
gluten de trigo, proteina de arroz e nos produtos lacteos (Andersen et al., 2008; Chan et al., 2011).

Antes dos incidentes ocorrerem, a melamina era considerada ndo toxica ou minimamente téxica
(Tyan et al., 2009). Posteriormente, houve um aumento da necessidade de aplicar um controlo
apropriado na cadeia de suplementos de leite e derivados, e nos alimentos para animais, estabelecendo

regulamentos com limites de concentragdo (Lutter et al., 2011).

A OMS e a Food and Drug Administration (FDA) estabeleceram limites maximos de 2,5 e 1,0
mg/kg de melamina para ingestdo diaria por adultos e criangas, respetivamente, para leites e produtos
derivados de leite (WHO, 2009; Chansuvarna et al., 2013). Consequentemente, a Comunidade
Europeia aplicou o Regulamento (CE) n® 1881/2006 da Comisséo de 19 de dezembro de 2006 que fixa
0s teores maximos de certos contaminantes presentes nos géneros alimenticios. Para a melamina e
analogos estruturais fixaram-se os teores maximos de 2,5 mg/kg para os géneros alimenticios, e de 1

mg/kg para as formulas para lactentes e de transicdo em po.

Contudo, o teor maximo nao se aplica aos alimentos em que se prove que o teor de melamina é
superior aos 2,5 mg/kg devido a utilizacdo autorizada do pesticida ciromazina. Nestes casos, 0 teor de
melamina ndo devera exceder os teores de ciromazina que deverdo ser consultados no Regulamento
(UE) 2016 / 1 da Comisséo de 3 de dezembro de 2015 para diversas matrizes.

Com o crescimento generalizado da adulteracdo de alimentos, a seguranca alimentar surgiu como
um conceito importante e de maneira a assegura-la, foram desenvolvidos métodos sofisticados para

detecéo de adulterantes alimentares (Rai et al., 2014).
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3. Meétodos de detecdo de Melamina em alimentos

Devido ao elevado nivel de azoto que a melamina apresenta na sua massa, esta é utilizada
ilegalmente para aumentar o conteudo aparente de proteina nos alimentos, dando falsas leituras a
métodos de determinacdo de azoto total (Sharma & Paradakar, 2010; Abernethy et al., 2008), como é
0 caso do método por via himida, Kjeldahl (Domini et al., 2009; Sharifi et al., 2009), e por via seca,
Dumas (Sharifi et al., 2009; Saint-Denis & Groupy, 2004). Ambos ndo conseguem ser seletivos para
azoto proteico e com a crise da melamina houve uma forte necessidade dos laboratdrios adquirirem
métodos alternativos para a monitorizagdo desta substancia (Wu & Zhang, 2013). O tipo de matriz
pode influenciar a escolha da analise, isto porque os alimentos apresentam varios interferentes tais
como elevadas concentraces de proteinas, hidratos de carbono ou aglomerados de gordura que
requerem diferentes etapas adicionais de separacdo, pré-concentracdo ou derivatizagdo para
posteriormente prosseguir com o método selecionado (Sun et al., 2010). Dependendo da producédo dos
alimentos, a técnica ou o equipamento instrumental a utilizar para a analise de melamina pode ser
muito diferente e, deste modo, limitar a implementacdo dos métodos para a quantificacdo desta
substancia (Lutter et al., 2011). De forma a colmatar esta situacdo, existem métodos de detegdo de
melamina que, de acordo com as suas caracteristicas basicas de desempenho e seletividade, podem ser
discriminados como métodos de rastreio ou métodos de confirmagdo (Lutter et al., 2011; Wu &
Zhang, 2013; Garber, 2008).

Nos métodos de rastreio encontram-se 0s ensaios de imunoabsor¢do enzimatica (ELISA) e a
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detecdo ultravioleta (HPLC-UV), enquanto os
métodos confirmatdrios sdo baseados em técnicas de cromatografia liquida (LC) e cromatografia
gasosa (GC) acopladas a espetrometria de massa (MS), devido a sua elevada seletividade e
sensibilidade (Sharma & Paradakar, 2010; Cheng et al., 2009)

3.1. Métodos de determinacéo de Azoto Total

O método de Kjeldahl consiste na determinacdo de azoto total e, indiretamente, o teor de
proteinas, com base na digestdo completa das amostras com &cido sulfirico concentrado a altas
temperaturas, na presenca de catalisadores como o cobre, 0 mercurio, o selénio e o titanio. O azoto
organico é convertido no ido aménio que é separado por destilagdo de amdnia, apods a alcalinizacéo do
meio. Posteriormente, a quantificacdo da amonia é realizada, indiretamente, através de uma titulacdo
com o acido padronizado para a mesma (Domini et al., 2009; Sharifi et al., 2009).

O método de Dumas € totalmente automatizado e é utilizado para medir especificamente o teor
de azoto num tempo inferior ao do método Kjeldahl. Consiste na oxidagdo das substancias orgéanicas
num forno com temperatura elevada (1050 °C). Os gases de combustdo (0., CO. e H,0O) séo

eliminados e o 6xido de azoto é convertido a azoto, utilizando um catalisador de cobre. A mistura é
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transportada para uma célula de condutividade térmica, gerando uma resposta proporcional a
quantidade de azoto (Saint-Denis & Goupy, 2004).

Contudo, e para além da ndo seletividade do azoto proteico, os métodos de Kjeldahl e Dumas
apresentam desvantagens associadas ao proprio método. O primeiro, apesar de ser muito utilizado,
apresenta um elevado tempo de digestéo, toxicidade dos catalisadores, riscos de perda de amostra
durante a digestdo, producdo de gases nocivos e de residuos tdxicos, além da decomposicdo
incompleta de alguns compostos (Domini et al., 2009; Sharifi et al., 2009), e o0 segundo método, tem

como inconvenientes o alto custo do equipamento e a sua manutengdo (Saint-Denis & Groupy, 2004).

3.2.  Métodos de Rastreio

O método ELISA é um teste imunoenzimatico que deteta anticorpos e antigénios especificos,
sendo possivel detetar e quantificar as proteinas presentes nos alimentos analisados através da
interacdo entre o anticorpo e antigénio. Este método é amplamente utilizado na forma de kit comercial
— testado pelo fornecedor, sendo necessario equipamento especifico para a leitura da absorvancia final
(Montserrat et al., 2015). Este método € simples e econémico, e permite controlar a adulteragdo
potencial de um grande nimero de amostras sem uma extensa preparacgao prévia das matrizes (Garber,
2008; Lutter et al., 2011) No entanto, pode originar falsos positivos em amostras contaminadas com o

pesticida ciromazina (Wu & Zhang, 2013).

O método HPLC é adequado para demonstrar a conformidade do produto, uma vez que a
técnica permite dados quantitativos precisos (Lutter et al., 2011). Este apresenta uma sensibilidade
adequada para a determinagdo da melamina em alimentos, tendo um limite de detecdo de 5 pg/L e a
sua leitura é feita a 240 nm (Wu & Zhang, 2013; Rambla-Alegre et al., 2010). O método requer uma
longa preparagdo das amostras e consumo de solventes e eluentes, como metanol e acetonitrilo,
respetivamente (Zheng et al., 2012). Além disto, as amostras separadas por HPLC-UV podem ser
consideradas pouco seletivas porque muitos outros compostos organicos absorvem no comprimento de
onda entre 200 e 270 nm (Wu & Zhang, 2013).

Apesar das limitagches apresentadas, o método de rastreio ELISA é simples, barato em
comparagdo com os métodos de confirmacgdo e pode ser estabelecido em quase todos os laboratorios
de controlo de qualidade, contudo, é recomendavel a utilizacdo de métodos de confirmacdo na

eventualidade de se suspeitar de um resultado positivo (Lutter et al., 2011; Wu & Zhang, 2013).
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3.3.  Métodos de Confirmacéo

A cromatografia liquida (LC) com detecdo por espectrometria de massa tandem e a
cromatografia gasosa (GC) acoplada a espectrometria de massas (MS) (LV et al., 2010; Wang et al.,
2012; Lutter et al., 2011) sdo técnicas analiticas derivadas da MS e sdo consideradas métodos de
confirmacdo, uma vez que o modo de detecdo fornece a informacgdo sobre a estrutura quimica do
analito, através da separacdo dos ides pela sua razdo massa / carga (Lutter et al., 2011). Demonstrou-se
gue com a combinacdo de GC com a MS para identificar e quantificar a melamina, existe uma
melhoria na seletividade, permitindo a determinacdo quantitativa e confirmacdo de residuos de
melamina (Tittlemier, 2010; Miao et al., 2009; Toth & Bardalaye, 1987).

Com a LC-MS/MS, existe uma maior seletividade e fiabilidade, uma vez que evita a
quantificagdo errénea, assegurando a seletividade da dete¢do através da aquisicdo seletiva de massa da
substancia baseada na monitorizacdo da reacdo e quantificacdo a nivel do fragmento (Lutter et al.,
2011).

Ambas as técnicas sdo altamente exigentes em termos de tratamento de dados e de habilidade
do operador, o que pode limitar a utilizagdo deste método, assim como o seu elevado custo. Deste
modo, 0s métodos confirmatoérios aqui mencionados sdo muitas vezes utilizados como mecanismo de

confirmacdo secundario de resultados obtidos por outros métodos (Soares, 2014).
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4. Ensaio de imunoabsorcao enzimatica (ELISA)

O ensaio de imunoabsorcdo enzimética (ELISA) é uma técnica imunoldgica utilizada para
detetar, numa amostra, a presenca de um anticorpo ou um antigénio através da interacdo antigénio-
anticorpo (Weemen et al., 1971; Engvall& Perlmann, 1971).

Os anticorpos sdo proteinas especificas que se ligam a uma parte restrita do antigénio, o
epitopo. As suas elevadas especificidades e sensibilidade permitem a detecdo, o isolamento e a
quantificagdo seletiva de moléculas. Os antigénios sdo moléculas estranhas ao organismo que ao
entrarem, desencadeiam mecanismos de defesa (resposta do sistema imunitario), produzindo

anticorpos (Quintas et al., 2008)

4.1. Historia

A primeira técnica imunoldgica a ser introduzida para detetar moléculas a partir de reagdes
imunoldgicas, a radioimunoensaio (RIA), foi desenvolvida em 1959 por Benson e Yelow, para medir a
concentracdo do nivel de insulina no soro, através de is6topos radioativos (Siegle et al., 1980;Yalow &
Berson, 1960). Esta técnica baseia-se na competicdo entre antigénio marcado radioactivamente e ndo

marcado para a ligagéo ao anticorpo (Quintas et al., 2008).

Em 1971, dois grupos de investigadores, um grupo holandés formado por Van Weemen e
Schurs e um grupo sueco por Enguall e Perlman, idealizaram e desenvolveram o método
imunoenzimatico para a detecdo e quantificacdo de antigénios ou anticorpos especificos (Weemen et
al., 1971; Engvall & Perlmann, 1971), designado por o enzimoimunoensaios (EIA). O principio e o
procedimento desta técnica sdo semelhantes ao RIA, contudo utiliza enzimas em vez de is6topos
radioativos (Siegle et al., 1980). Para além da vantagem de ndo usar isétopos radioativos, também
possui a vantagem de ser mais econdémica que a RIA uma vez que o equipamento utilizado é mais
simples (Quintas et al., 2008).

Nesse mesmo ano, os investigadores observaram que as proteinas poderiam ser imobilizadas
numa superficie sélida de poliestireno e que a reacdo anticorpo-antigénio poderia ser revelada através
de uma titulacdo, formando produtos coloridos da reacdo enzima-substrato, na presenca de um
componente dador de eletrdes, designado por cromogéneo (Siegle et al., 1980; Weemen et al., 1971;
Engvall & Perlmann, 1971). A este ensaio deu-se 0 nome de ensaio de imunoabsor¢do enzimatica
(ELISA) (Siegle et al., 1980).

Desde a decada de 70, que os imunoensaios tém sido amplamente utilizados como métodos

imunoquimicos para a monitorizacdo de moléculas (Lu et al., 2017).
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4.2. Imunoensaios Enzimaticos (EI1A)

Os Imunoensaios sd80 métodos analiticos semi-quantitativos que mostram uma de duas
interacOes possiveis entre a molécula adsorvida no pogo: antigénio-anticorpo ou anticorpo - antigénio,
através da mudanca de cor obtida em que é utilizado um conjugado enzimatico e o substrato
enzimatico para identificar a presenca e a concentragdo de moléculas (Hornbeck, 2001). As enzimas
do conjugado podem ser:

o Fosfatase alcalina;
e Peroxidase;

e B-galactosidade;
o Catalase;

e Glucose oxidase.
No entanto, as mais utilizadas sdo a fosfatase alcalina e a peroxidase (Engvall, 2010).

Os imunoensaios sdo adequados para determinar moléculas de muito baixa concentrag&o,
como é o caso das proteinas, vitaminas e drogas, uma vez que apresentam um alto nivel de
especificidade contra anticorpos ou antigénios (Hornbeck, 2001; Engvall, 2010; Lequin, 2005). A
especificidade ocorre porque é quase impossivel um anticorpo ligar-se a uma molécula diferente do
seu préprio antigénio (Engvall, 2010; Hornbeck, 2001).

Os enzimoimunoensaios (EIA) podem ser divididos em dois grupos, 0S imunoensaios
enzimaticos homogéneos, onde encontramos o imunoensaio multiplicado por enzima (EMIT), e
Imunoensaios enzimaticos heterogéneos, ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA). Nos métodos
homogéneos a reacdo ocorre num meio liquido homogéneo e as enzimas tornam-se inativas quando
sdo ligadas ao anticorpo, ndo necessitando do processo de lavagem onde o antigénio é separado do
meio. Este método é geralmente utilizado para detetar moléculas pequenas, uma vez que é de facil e
rapida execucdo. Contudo, é um método caro e com baixa sensibilidade por ser mais propenso a
interferentes por falta da etapa de lavagem. Nos métodos Imunoensaio enzimaticos heterogéneos, o
processo de lavagem é fundamental para prevenir a presenca de qualquer interferente no meio apos a
ligacdo do complexo antigénio-anticorpo. O complexo esta ligado as paredes dos pogos e 0 que nhao
pertencer ao complexo é removido na lavagem. Assim este método torna-se mais sensivel que o
imunoensaios enzimaticos homogéneos, acabando por ser o mais utilizado. O ELISA é uma técnica
imunoldgica heterogénea usada para detetar anticorpos especificos e antigénios sollveis, e uma vez
que a estrutura e as caracteristicas das moléculas a serem medidas nem sempre sdo as mesmas, tornou-
se necessario desenvolver varios tipos de ELISA para aumentar a especificidade da medigdo
(O'Kennedy et al., 1990): O ELISA direto, o ELISA indireto, o ELISA sandwich e o ELISA

competitivo, que serdo abordados mais a frente.
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4.3. Fundamentos

O método ELISA funciona através de um kit comercial desenvolvido por uma variedade de
fabricantes para uma determinacdo semi-quantitativa rapida, oferecendo uma solugdo as necessidades
de rastreio. Uma tipica microplaca de ELISA permite a analise simultanea de aproximadamente 40
amostras em pouco tempo (Tittlemier, 2010).

Geralmente, € usada uma microplaca de superficie inerte com pogos onde sdo depositados e
adsorvidos os antigénios. O antigénio utilizado no método esta ligado a fase sélida, os pogos da
microplaca, e estes devem ter a capacidade de adsorver adequadamente o antigénio e o anticorpo, no
sentido de reduzir ou mesmo evitar a ligacao inespecifica de componentes da amostra, geradores de
reacOes indesejaveis que possibilitam falsos resultados. Normalmente as moléculas utilizadas para este
fim sdo proteinas (Engvall & Perlmann, 1971; Yalow & Berson, 1960).

A microplaca ou placa de microtitulagdo consiste numa placa plana com Varios
compartimentos individuais (pogos) dispostos em linhas e colunas (Figura 4.1). Os formatos mais
utilizados possuem 96 pogos individuais dispostos em 8 linhas e 12 colunas. S&o fabricadas a partir de
um polimero (poliestireno ou polipropileno), sendo o poliestireno 0 mais utilizado por ser de alta

transparéncia e o fundo chato e plano (Banks, 2009; Fraisse et al., 2002).
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Figura 4.1: Microplaca ELISA com 8 x 12 pocos.

Em suma, as microplacas facilitam a realizacdo de ensaios, diminuindo o tempo de execucéo,
pois é possivel efetuar varios ensaios em simultdneo, aumentando o rendimento dos laboratérios e

diminuindo a quantidade de reagentes necessarios por cada ensaio (Banks, 2009).
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Apos a aplicacdo das amostras nos pocos e antes da adigdo da solucdo reveladora, é realizado
0 processo de lavagem que ird remover os antigénios livres do complexo antigénio-anticorpo
(O'Kennedy et al., 1990).

A solucdo reveladora deteta o consumo de substratos cromogénicos que alteram a cor durante
0 curso da reacdo (no caso de alguns substratos ndo serem naturalmente cromogénicos, podem ser

ligados a uma molécula cromogénica) (Lodish et al., 2005).

Os efeitos catabolicos das enzimas determinam a aceleracdo e a especificidade da reagdo
imunoldgica durante a reacdo enzima-substrato que, geralmente, é completada num intervalo de tempo
de 30 a 60 minutos e deve estar protegido da luz (Engvall, 2010). A velocidade de reagdo fornece uma

medida da quantidade de enzimas presente na amostra (Lodish et al., 2005).

A reacdo é interrompida com a introducao da Solugéo Stop que pode ser composta por (Hornbeck,
2001):

e Hidréxido de Sodio (NaOH);
e Acido Cloridrico (HCI);
e Acido Sulfurico (H2S04).

Ao ser adicionada a solugdo Stop, as microplacas devem ser lidas num periodo inferior a 30

minutos num Leitor de ELISA.

A leitura pode ser feita de forma visual ou instrumental. De forma visual, é simplesmente feita
pela observacdo da alteracdo da coloracdo dos pocos. De modo instrumental, é através de um
espetrofotometro apropriado para a leitura de microplacas de ELISA (Figura 4.2) onde é realizada a
leitura da absorvancia da suspensdo presente nos pocos, de acordo com a intensidade da cor
desenvolvida apés adicdo do cromogéneo (este é proporcional ou inversamente proporcional a
concentracdo do analito). A absorvancia é a capacidade intrinseca que um meio tem para absorver
radiacOes a uma frequéncia ou comprimento de onda especifico. A leitura que é feita no comprimento
de onda 450 nm (MaxSignal®, 2013).
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Figura 4.2: Leitor ELISA da R-Biopharm® Modelo — 335.

4.4. Tipos de ELISA

4.4.1. ELISA Direto

O método ELISA Direto foi pioneiro entre os outros tipos de ELISA, foi desenvolvido em
1971 por Engvall e Perlmann (Engvall & Perlmann, 1971) e simultaneamente por Van Weeman e
Schuurs (Van Weemen & Schuurs, 1971). Este método é adequado para determinar a quantidade de
antigénios de alto peso molecular. A superficie da placa é revestida diretamente com o anticorpo ou o
antigénio e o processo de lavagem ocorre apés um periodo de incubagdo que remove o0s antigénios
livres ou os anticorpos do meio. Em seguida, o substrato apropriado é adicionado ao meio para
produzir um sinal através da coloracdo. O sinal é medido através da leitura da absorvéncia para

determinar a quantidade de antigénio ou anticorpo (Engvall, 2010; Hornbeck, 2001).
4.4.2. ELISA Indireto
O método ELISA Indireto foi desenvolvido por Lindstrdm e Wager, em 1978. A diferenca
entre este método e o método ELISA direto é que este utiliza um anticorpo secundario que estara

ligado a enzima, ou seja, o que determina e separa 0 antigénio a ser medido ndo serd o anticorpo

primario mas sim o que vai ser adicionado no meio.
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A amostra é adicionada aos pogos que sdo revestidos com antigénio e 0s mesmos Sdo
incubados. Durante a incubagdo, os anticorpos formados contra os antigénios dos pocos irdo formar
um complexo antigénio-anticorpo. O anticorpo ligado ao antigénio vai ser detetado pelo anticorpo
secundario ligado covalentemente a uma enzima, responsavel pelo sinal. Em seguida, o substrato da
enzima é adicionado ao meio para produzir a cor e posteriormente a concentracdo serd determinada

(Figura 4.3). Este método é utilizado para identificar o antigénio (Lindstrom & Wager, 1978).
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Figura 4.3: ELISA Indireto. (A) O antigénio absorvido no poco; (B) O anticorpo especifico liga-se ao
antigénio; (C) os anticorpos ligados a enzima ligam-se aos anticorpos primarios; (D) O substrato é
adicionado e convertido pela enzima a uma determinada cor (Adaptado de Camara, 2013)

4.4.3. ELISA Sandwich

Em 1977, Kato e a sua equipa desenvolveram um novo método de ELISA em que 0s pogos
sdo revestidos com um anticorpo de captura. A amostra € adicionada aos pogos e incubada por algum
tempo. Posteriormente, 0s pocos sdo lavados e ocorre a remocao dos antigénios livres. Quando os
antigénios especificos sdo encontrados pelos anticorpos, eles ndo podem ser removidos no processo de
lavagem. Apos esse passo, 0S anticorpos sdo marcados com enzimas a eles ligados. Para revelar a
atividade enzimatica, o substrato / cromogénio é adicionado ao meio e a coloragdo surge mostrando
um resultado positivo (Figura 4.4). A sua auséncia pode indicar a falta de enzima ou um resultado
negativo. Uma vez que a proteina é presa entre duas moléculas de anticorpo, o método é designado por
ELISA Sandwich (Kato et al., 1977).
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Figura 4.4: ELISA Sandwich. (A) Anticorpo adsorvido no poc¢o; (B) Antigénio introduzido para ser
medido; (C) Adic¢do do conjugado enzimatico ao anticorpo secundario; (D) O substrato é adicionado e
convertido pela enzima a uma determinada cor (Adaptado de Pokhrel, 2015).

4.4.4. ELISA Competitivo

Em 1976, foi desenvolvido por Yorde e a sua equipa, 0 método de ELISA competitivo, em
que a superficie dos pogos sdo revestidos com o anticorpo especifico de antigénio (Figura 4.5). A
amostra e 0 conjugado sdo adicionados na mesma altura nos pogos. O conjugado (antigénio ligado a
enzima) e o antigénio livre (ndo marcado), presente na amostra, vdo competir pela ligacdo do
anticorpo. No processo de lavagem, os antigénios que ndo se ligaram ao anticorpo sdo removidos.
Com a adicdo do substrato da enzima, a atividade enzimatica é quantificada. Existe uma proporcao
inversa entre a concentracdo do analito e a intensidade da coloragdo resultante, ou seja, quando a
quantidade de antigénio da amostra é baixa, obtém-se uma alta absorvancia, enquanto a quantidade de
antigénio da amostra ¢ alta, produzem uma absorvancia baixa (Yorde et al., 1976). E o caso da detecio
de melamina, este é o tipo de ELISA utilizado e quanto mais intensa for a cor, menor sera a

concentragdo da melamina (MaxSignal®, 2013).
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Figura 4.5: ELISA Competitivo. (A) Incubagdo do anticorpo com o antigénio a ser medido; (B) A
mistura antigénio-anticorpo é adicionada ao pogo para ser revestida pelo antigénio absorvido; (C)
Adicdo do conjugado enzimético ao anticorpo secundario; (D) O substrato é adicionado e convertido
pela enzima a uma determinada cor (Adaptado de Pokhrel, 2015).
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5. Validacédo do Método

A validacdo do método consiste numa série de testes que comprovam todos 0s pressupostos
em que o método analitico € baseado. As caracteristicas de desempenho sdo determinadas e
documentadas, demonstrando se 0 método € adequado para o uso pretendido. As caracteristicas de
desempenho do método analitico sdo a aplicabilidade, seletividade ou especificidade, calibracéo,

precisdo e exatiddo, limite de quantificagdo, limite de detecéo, sensibilidade e robustez.

A implementacdo e validacdo do método ELISA para a dete¢do e quantificagdo de melamina,
teve como base um documento interno e confidencial — Guidelines for Method Validation of Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay applied to food samples - sustentado por “A aptiddo para fins de
métodos analiticos - um guia de laboratorio para validagdo de métodos e topicos relacionados”
publicado pela Eurachem com diretrizes da Comissdo do Codex Alimentarius. Para além deste, ainda
foi utilizado o Guia RELACRE 13 de 2000.

Para a realizacdo deste estudo foi utilizado como matriz o leite. A escolha desta matriz teve como
base o que foi mencionado no capitulo 2 deste trabalho. Esta matriz podera apresentar melamina na

sua composicado através da contaminagdo ou por uma adulteragao.

Para a validagdo do método ELISA foram necessarios 0s seguintes parametros:
e Gama de trabalho;
e Limite de detecéo (LD);
e Limite de quantificacéo (LQ);
e Preciséo:
o Repetibilidade;
o Reprodutibilidade;

Exatidao.

A Robustez também é um pardmetro a ter em conta, no entanto, como o kit de determinacdo de
melamina trata-se de um kit comercial validado pelo seu fornecedor, ndo foi necessario ter em conta
este parametro.

5.1 Materiais e Métodos

5.1.1. Kit ELISA

O kit ELISA utilizado para a implementacdo e validacdo do método foi o MaxSignal®
Melamine ELISA Test kit, um ELISA competitivo para a quantificacdo de melamina em matrizes

como o leite, carne, peixe, chocolate, ovo, entre outras.
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Este kit contém as solucOes necessérias para a extragdo da melamina nas matrizes e o restante

material para a realizagdo do ensaio ELISA, como se pode visualizar na Figura 5.1.

Figura 5.1: MaxSignal® Melamine ELISA Test kit.

O kit é constituido por 2 frascos de 20 mL de solugdo tampdo de extracdo de amostras 10x
concentrado; 1 frasco de 20 mL de solucdo tamp&o Clean Up; 1 frasco de 20 mL de solucéo tampao
Balance; 1 frasco de 14 mL de tampéo de diluigdo de amostra concentrado 10x; 1 frasco de 5 mL de
solugdo tampdo de extragdo de leite 10x concentrado (opcional); 1 placa com 96 pocos (8 pogos x 12
linhas); 6 padrées com 0,8 mL (negativo, 5,0 ng/mL, 20,0 ng/mL, 50,0 ng/mL, 100,0 ng/mL e 200,0
ng/mL); 1 frasco de fortificada com 0,8 mL de 100 pg/mL; 1 frasco de 8 mL de Anticorpo; 1 frasco de
8 mL Conjugado HRP (enzima Horseradish peroxidase); 1 frasco de 28 mL de solucdo de lavagem
20x concentrada; 1 frasco de 12 mL de Substrato TMB (3,3 ', 5,5-tetrametilbenzidina que € o
substrato adequado para a horseradish peroxidase, que ira desenvolver a cor azul); 1 frasco de 14 mL
Solugéo Stop.

O kit tem a capacidade para testar 42 amostras em duplicado (sendo 12 pogos para 0S
padrbes), com prazo de utilizacdo de 12 meses quando é devidamente armazenado. Este deve estar
armazenado a uma temperatura entre 2-8 °C.

As solugdes concentradas necessitam de ser diluidas antes de serem utilizadas (Figura 5.2).

As restantes solugdes e os padrdes encontram-se prontos para uso.
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Figura 5.2: SolucBes tampdo de extracdo. (A) Solucdo tampdo de extracdo concentrado 10x; (B)
Solucéo tampéo de extragdo diluido (diluicdo de 1:10).

5.1.2. Equipamentos

Os equipamentos utilizados para a preparagéo, extracéo e leitura da melamina sdo: Centrifuga
Hermle Z 206 A, calibrada anualmente, utilizada para a centrifugacéo, permitindo a separagéo de fases
das amostras; Micropipetas Transferpette® de 10-100 puL e 100-1000 pL para a pipetagem das
amostras, solucdes e padrdes, calibradas de 2 em 2 anos, e a de 30-300 pL para o0 processo de lavagem
do ensaio; Vortex Ibx instruments v05 series, utilizado para homogeneizagdo das amostras e solucdes;
Leitor de ELISA R-Biopharm® Modelo - 335. O equipamento ndo possui uma calibracdo externa

devido ao uso de padrdes e como tal, é feita uma calibragdo interna sempre que se faz o ensaio.

5.1.3. Materiais

Foram utilizados em conjunto com 0s equipamentos para a preparagdo das amostras, 0S
seguintes materiais: Tubos falcon de 15 mL estéreis para processo de extracdo de amostras; pontas

estéreis para as micropipetas; tubos eppendorf de 2 mL estéreis; tubos de ensaio.

5.2. Preparacgdo de amostras

Para a analise do método de ELISA é necessario que as matrizes alimentares sejam preparadas

para que ocorra a extracdo da melamina.
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Para este estudo, foi utilizada uma matriz de leite que ndo continha melamina na sua
composicdo. Para que fossem realizados os ensaios de precisdo (repetibilidade e reprodutibilidade) e

de exatiddo para este tipo de analise, a matriz inicial foi fortificada.

5.3. Extracdo de melamina

Antes de iniciar a extracdo, foram feitas as dilui¢des necessarias das solugdes para que esta fosse

realizada.

5.3.1. Extracdo em leite

Para a extragdo de melamina em leite, colocou-se 1 mL para um tubo falcon de 15 mL esterilizado
e adicionou-se 4 mL da solucdo tampé&o de extragdo diluida (1:10), seguindo-se a agitacdo durante 5
segundos para que a melamina seja extraida das amostras. De seguida foi adicionado 250 pL da
solucdo tampéo Clean up e levado ao vortex durante 3 minutos. Posteriormente, as amostras foram
colocadas na centrifuga durante 10 minutos a uma velocidade de 4000 rpm. Apos a centrifugacéo,
foram transferidos 250 pL do sobrenadante para outro tubo e adicionados 250 pL da solugdo tampéo
Balance. De seguida, levou-se os tubos ao vortex durante 15 segundos e posteriormente a centrifuga
durante 2 minutos a 4000 rpm. Este processo permite que haja separacdo de possiveis interferentes,

como os hidratos de carbono, proteinas, lipidos, etc., do sobrenadante que sera analisado.

Por fim, foram retirados 50 pL para serem utilizados no ensaio ELISA.

5.4. Ensaio ELISA

Antes da pipetagem nos pocos, é necessario preparar a mistura de anticorpo-conjugado HRP
(1 volume de anticorpo e 1 volume de conjugado HRP). Apds a sua preparagdo, este tem que ser

aplicado no maximo até 5 minutos.

A solugdo de lavagem também teve de ser preparada previamente uma vez que esta é

concentrada 20x (1 volume de solugdo de lavagem e 19 volumes de &gua destilada).
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5.4.1. Procedimento

Adicionou-se 50 pL de cada padrdo de Melamina na concentragdo mais baixa para a mais alta
e 50 pL de cada amostra nos diferentes pocos de amostra assim como a amostra em duplicado (Figura
5.4). Posteriormente, adicionou-se 100 pL de mistura de anticorpo-conjugado HRP de melamina e
misturou-se bem agitando suavemente a placa manualmente durante 1 minuto. Incubou-se a placa
durante 30 minutos a temperatura ambiente (20-25 °C). Ap6s os 30 minutos, descartou-se
cuidadosamente a solucdo dos pogos. Lavou-se a placa 3 vezes com 250 pL de solugdo de lavagem
diluida. Apo6s a ultima lavagem, o préximo passo deve ser logo executado para que a placa ndo seque.
Adicionou-se 100 pL de substrato TMB. Misturou-se a solu¢cdo mexendo suavemente a placa
manualmente durante 1 minuto enquanto incuba. Apos incubacdo durante 20 minutos a temperatura
ambiente (20-25 °C) adicionou-se 100 uL de solucéo Stop (Figura 5.5). A leitura no leitor de ELISA

deve ser feita assim que possivel ap6s a adi¢do da solucéo Stop, a 450 nm.

Figura 5.4: A coloracdo azul ocorre durante a reagcdo enzimatica. Quanto menor a intensidade da cor
maior é a concentracdo de melamina.
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5.5. Gama de trabalho

A gama de trabalho consiste num conjunto de valores que devem cobrir a gama de valores
expectaveis de modo a que os valores calculados se situem na zona central da recta. Os valores
medidos devem estar linearmente relacionados com as concentraces, o que implica que os valores
medidos perto do valor limite inferior & gama de trabalho devem ser distinguidos dos brancos do
método. Isto é, o limite inferior da gama de trabalho deve ser igual ou superior ao limite de detecdo do
método.

5.6. Curva de calibracéo

A curva de calibracdo é o processo pelo qual a resposta de um sistema de medida se relaciona
com uma concentracdo ou uma quantidade de substancia conhecida. Esta obtém-se atraveés das
solucbes padrdo disponiveis no kit, em que sdo conhecidas as suas concentracdes, que sdao medidas
num equipamento analitico, nas mesmas condi¢des das amostras a analisar. Esboca-se um gréfico de
calibracdo, em que determina-se a recta de calibracdo pelo sinal do equipamento em fungdo da
concentracdo. Foram utilizadas 6 diferentes concentragdes das solucfes padrdo, nomeadamente, 0,0,
5,0, 20,0, 50,0, 100,0 e 200,0 ng/mL.

De modo a verificar se 0s pontos encontram-se ajustados, faz-se a analise ao valor do
coeficiente de correlagdo, R, que pode estar entre os valores -1 e +1. Na maioria dos casos, as curvas
de calibracdo devem ter o valor de R > 0,995. No entanto, quanto mais proximo este valor estiver de 1,
menor serd o valor do desvio padrdo e, consequentemente, menor serd a incerteza associada ao
resultado final do ensaio. Para o método de ELISA, o desvio entre as absorvancias devera ser inferior

a 20% (concentracdo obtida versus concentragdo teorica).

5.7. Limite de detecdo (LD) e Limite de quantificacdo (LQ)

Ndao existe uma definicdo uniforme sobre o limite de dete¢do (LD). O LD é o teor minimo
medido, a partir do qual é possivel detetar a presenca do analito na amostra mas ndo necessariamente
quantificavel. Uma leitura inferior ao LD né&o significa a auséncia do analito a medir, apenas se pode
afirmar que, com uma certeza estatistica razodvel, a concentracdo do componente em causa sera

inferior a um certo valor. Este é calculado através da equacao:
LD = 3,3 x SDr,

em que o SDr corresponde ao desvio padréo.
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O LD também pode ser designado como a concentragdo liquida minima detetavel, ou o limite
de determinacéo / limite de decisdo, que de acordo com a ISO / DIS 11843-1 sdo definidos como: “a
verdadeira concentragdo liquida ou quantidade do analito no material a ser analisado que conduzira a
probabilidade até a conclusdo que a concentragdo do analito do material analisado é maior que a da

matriz em branco”.

No limite de quantificacdo (LQ) também ndo existe uma defini¢do uniforme. Este corresponde
a menor concentracdo medida, a partir da qual é possivel a quantificacdo do analito, com uma

determinada exatidao e precisdo. O LQ pode ser calculado através da equacao:
LQ =10 x SDr

Para a validagdo do método o LD e o LQ sdo determinados através da medigdo de um branco
pelo menos 6 vezes em condicGes de reprodutibilidade (diferentes dias).

5.8. Precisao

A precisdo depende apenas da distribuicdo de erros aleatorios e ndo se relaciona com o valor
verdadeiro. Esta pretende avaliar a dispersdo de resultados entre ensaios independentes, repetidos
sobre a mesma amostra ou similar, em condiges estipuladas (1ISO 3534-1).

Para a precisdo do método, tém que ser considerados os parametros de repetibilidade e de
reprodutibilidade.

5.8.1. Repetibilidade

A repetibilidade exprime a precisdo de um método efetuado em condigdes idénticas, isto €, 0s
ensaios foram realizados sobre uma mesma amostra, no mesmo laboratério, pelo mesmo técnico, com

0 mesmo material e equipamento em curtos intervalos de tempo (ISO 3534-1).

Quando a validagdo ocorre dentro de um Unico laboratorio, podem ser utilizados dois valores

para verificar se os resultados das analises duplicadas estdo dentro dos limites de aceitacao.

O valor limite de repetibilidade (r) é a diferenca absoluta maxima toleravel entre dois
resultados obtidos em circunstancias idénticas de 95% de nivel de confianca. O limite é calculado de

forma simplificada como:

r=2,8xSDr
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5.8.2. Reprodutibilidade

A reprodutibilidade consiste na precisao de um método, quando realizado em condigdes
diferentes, utilizando o mesmo método de ensaio, sobre a mesma amostra mas em laboratérios

diferentes, com técnicos diferentes, equipamentos diferentes e ou em épocas diferentes.

Para limite de reprodutibilidade (R), o valor € obtido pela diferenca absoluta maxima toleravel
entre dois resultados obtidos em diferentes circunstancias por diferentes laboratérios com o mesmo

método a um nivel de 95% de confianca. O limite de reprodutibilidade, R, é calculado como:

R=2,8xSDR

5.9. Exatidao

A exatiddo consiste no grau de conformidade com o valor médio obtido em relacdo a uma
referéncia padrdo. O célculo da exatiddo é baseado no calculo da recuperagdo quando é utilizado

material de referéncia e pode ser obtido através da equacéo:

Vob-V0 % 100

% Recuperacédo =
em que Vob corresponde ao valor obtido, 0 VO ao valor do branco e o Vt ao valor tedrico.

Para determinagBes em que ndo sdo utilizadas amostras de referéncia, é possivel obter um
valor de referéncia através da utilizacdo de fortificadas, como é o caso do spiking, em que é aplicada

uma concentragdo conhecida em amostras de comparagao.

Para este estudo foram realizadas fortificagdes com concentracBes de 50,0 ng/mL e de 150,0

ng/mL de melamina, para garantir que as concentragdes obtidas estejam na gama de trabalho.
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6. Resultados e Discussao

6.1. Gama de trabalho

A gama de trabalho é definida pelos padrées utilizados no Kit e esta definido entre 5,0
ng/mL e 200,0 ng/mL de melamina. A verificacdo da gama de trabalho é feita sempre quando se
procede a analise de amostras, sendo confirmado experimentalmente o padrdo correspondente a menor

concentragdo e a maior concentragdo da gama.

Para a determinacéo da curva de calibragdo, as 6 solucGes padréo presentes no kit foram lidas
em 3 dias diferentes nas mesmas condi¢des e com 0 mesmo equipamento a 450 nm (Tabelas 6.1, 6.2 e

6.3). ApOs a leitura, é calculada a percentagem de absorvancia relativa com a equagao:

Absorvancia do Padriao

100

% A rvancia R . _
% Absorvancia Relativa Absrovancia do Padrdo negativo

Serd através das percentagens de absorvancias relativas obtidas e das absorvancias lidas que o
grafico de calibracédo é construido. Este ira fornecer o coeficiente de correlagdo e a recta de calibragdo

logaritmica, com a qual serdo determinadas as concentragdes reais (Figuras 6.1, 6.2 e 6.3).

Tabela 6.1: Anélise dos resultados obtidos para as 6 solugdes padrdes no primeiro dia, sendo Padrdo 1
(0 ng/mL) o padréo negativo; a percentagem da absorvancia relativa para a constru¢do da curva
padrdo; concentracdo obtida determinada a partir da recta logaritmica obtida; percentagem do desvio
entre a concentragdo obtida e a concentragdo padronizada. As absorvancias lidas em duplicado.

Conc. % Abs Conc. % Desvio Conc. Obtida vs Conc.
(ng/mL) ADS. Relat. Obtida Tebrica

0.0 2,303 | 2,274 - - -

5,0 2,146 | 2,095 93 51 1,0

20,0 1,581 | 1,634 70 19,2 -4,0

50,0 1,198 | 1,255 54 51,8 3,6

100,0 0,955 | 1,001 43 98,8 -1,2

200,0 0,792 | 0,618 31 200,8 04
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Figura 6.1: Curva de calibracdo obtida na leitura das 6 solu¢bes padrdo no primeiro dia. Com recta
logaritmica, y = -16,81 In (x) + 119,95 é feita a determinacdo da concentracdo obtida de cada solugdo

padréo.

Tabela 6.2: Anélise dos resultados obtidos para as 6 solu¢des padrbes no segundo dia; a percentagem
da absorvancia relativa para a construcdo da curva padrdo; concentragdo obtida determinada a partir da
recta logaritmica obtida; percentagem do desvio entre a concentracdo obtida e a concentracdo
padronizada. As absorvancias lidas em duplicado.

% Desvio
Concentracao L Concentracao Conc. Obtida
Absorvancias % Abs Relat. )
(ng/mL) obtida vs Conc.
Tedrica
0 2,867 | 2,930 - - )

5,0 2,769 | 2,710 95 53 6.0
20,0 2,089 | 2,144 73 183 85
500 1,618 | 1,646 56 48,1 3.8
100,0 1272 | 1,223 43 103,2 3,2
200,0 0884 | 0918 31 205,6 2,8
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Figura 6.2: Curva de calibracdo obtida na leitura das 6 solu¢cfes padrdo no segundo dia. Com recta de
calibracdo logaritmica, y = -17,35 In (x) + 123,5 ¢ feita a determinacgdo da concentrago obtida de cada
solugdo padrdo.

Tabela 6.3: Analise dos resultados obtidos para as 6 solucGes padrfes no terceiro dia; a percentagem
da absorvancia relativa para a construcdo da curva padréo; concentragdo obtida determinada a partir da
recta logaritmica obtida; percentagem do desvio entre a concentracdo obtida e a concentracdo
padronizada. As absorvancias lidas em duplicado.

% Desvio
Concentracao o Concentragdo Conc. Obtida
Absorvancias % Abs Relat. )
(ng/mL) obtida vs Conc.
Tedrica

0,0 2,867 2,759 - - )

5,0 2,782 2,328 91 54 80
20,0 1,964 1,934 69 19.1 o
50,0 1,667 1,447 55 43,6 128
100,0 1153 1125 40 104,8 4.8
200,0 0,832 0'771 28 212,9 6’4
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Figura 6.3: Curva de calibragéo obtida na leitura das 6 solugdes padrdo no terceiro dia. Com recta de
calibracdo logaritmica, y = -16,93 In (x) + 119,26 é feita a determinagdo da concentragdo obtida de
cada solucéo padrao.

Conforme referido anteriormente, foram efetuadas trés leituras de calibragdo, utilizando os
seis padrdes disponibilizados no kit. O zero de concentragdo (padrdo 1 — negativo) representa o

branco.

No eixo horizontal (eixo x) estdo representadas as concentragfes obtidas e no eixo vertical

(eixo y) a percentagem de absorvancia relativa.

A linearidade das curvas de calibracdo foi estudada com base no coeficiente de correlacéo
(R?). No primeiro dia obteve-se um R? = 0,9996, no segundo dia R? = 0,9982 e no terceiro dia R? =
0,9962. Como é possivel observar, existe uma diminuicdo do R? desde do primeiro dia ao terceiro dia.
Isto pode estar associado a erros de operador, como por exemplo, a pipetagem nos pogos. Contudo, 0s
valores obtidos nos trés dias sdo bastante satisfatérios uma vez que apresentam um valor de R >
0,9950.

Em relacdo a percentagem de desvio entre a concentracdo obtida e a concentragdo tedrica,
também se verifica uma variagao entre os trés dias de ensaio. No primeiro dia o desvio vai de -4,0 % a
3,6 %, no segundo dia vai de -8,5 % a 6,0 % e no Gltimo dia vai de -12,8% a 8,0%. Ao longo dos trés
dias observa-se um aumento da percentagem de desvio, 0 que vai ao encontro com 0 mesmo tipo de
erro mencionado na linearidade. Apesar do aumento de percentagem de desvio, esta apresenta, nos trés

dias, um desvio <20% entre a concentracao obtida versus a concentracao tedrica.

Uma vez que a linearidade e o desvio das concentracGes estdo relacionados, pode-se afirmar

que o dia que teve resultados menos satisfatorios foi o terceiro dia. Contudo, quer a linearidade quer
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percentagem de desvio entre a concentracdo obtida e a concentracdo tedrica cumprem os critérios de

aceitacdo para a implementacdo do método e que a gama do kit encontra-se ajustada.

6.2. Limite de detecdo (LD) e limite de quantificacdo (LQ)

Para a verificacdo do limite de detecdo (LD) e do limite de quantificacdo (LQ) do kit, foi
calculado o desvio padrdo de pelo menos 6 brancos (adgua destilada) em condi¢bes de precisdo
intermédia. O ensaio foi realizado em dias diferentes nas mesmas condi¢des e com o mesmo

equipamento. Os resultados obtidos seguem-se na tabela 6.4.

Tabela 6.4: Valores de LD e LQ obtidos através do calculo LD =3,3x SD e LOQ =10 x SD

Brancos Concentracéao (ng/mL)
Bl B2 B3 B4 B5 B6 SD LD LQ

% 2,926 2912 | 2,933 | 2,901 | 3,000 | 2,928
0,641 | 2,12 6,41

é‘ 2,940 2,957 | 2,874 | 2,936 | 2,859 | 2,981

Para determinar o LD e o LQ, foi utilizado um branco. Na prética, obtivemos um LD de 2,12
ng/mL e um LQ de 6,41 ng/mL. Uma vez que se obteve um LQ de 6,41 ng/mL, concentracdo medida
a partir da qual é possivel a quantificacdo do analito, significa que os erros cometidos pelo operador
foram pequenos porque de acordo com o manual do Kit, este apresenta uma elevada sensibilidade para

5,0 ng/g de melamina (MaxSignal®, 2013).

6.3. Repetibilidade

A repetibilidade foi avaliada através de duplicados, onde é calculado o respetivo desvio padrdo
de 10 andlises fortificadas com 150,0 ng/mL no mesmo dia (Tabela 6.5). O valor analitico aceitavel
para o coeficiente de variagdo (cv) da repetibilidade, de forma a estabelecer uma boa performance na

validacdo interna devera ser inferior 5%.
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Tabela 6.5: Analise da repetibilidade ap6s a leitura de 10 amostras fortificadas com 150,0 ng/mL e 0s
respetivo coeficiente de variagdo para o leite.

Concentracio amostra | Concentragdo
(ppm) (ppm)

1,23

Dia

1,22

1,21

1,24

1,20

22-02-2017 <LQ 127

1,19

1,20

1,22

1,20

Média 121
0,02

Desvio Padrao

Repetibilidade 0,06

CV (%) 2

Calculado o coeficiente variagdo obtido para a matriz em estudo podemos constatar que o
valor é menor do que 5%. O critério de aceitacdo dos futuros duplicados para a matriz leite sera de
0,06 po/g.

6.4. Reprodutibilidade

A reprodutibilidade foi avaliada através de dados que foram recolhidos em dias diferentes,

calculando o limite associado a reprodutibilidade através do desvio padréo e o coeficiente de variacao.

38



Tabela 6.6: Andlise da reprodutibilidade apds a leitura de 10 amostras fortificadas com 150,0 ng/mL
em dias diferentes para leite.

Dia Cogﬁfgsttrgéo Concentragéo Dia Cogfr?glsttrrzgéo Concentragéo
1,23 1,12
1,22 1,07
1,21 1,10
1,24 1,12
22-02-2017 <LQ 1,20 23-02-2017 <LQ L13
1,22 1,09
1,19 1,12
1,20 1,07
1,22 1,17
1,20 1,19
Média 1,17
Desvio Padréo 0,06
Reprodutibilidade 0,17
CV (%) 5

Calculada a média da reprodutibilidade dos dois dias para a matriz em estudo e 0 seu
coeficiente de variagdo, podemos constatar que o coeficiente de variagdo da reprodutibilidade foi igual
a 5%. Assim, verificou-se que ao realizar o método em condicBes diferentes, neste caso, em dias

diferentes, este apresenta uma precisdo dentro do intervalo de confianca de 95%.

6.5. Exatidao

Para garantir a fiabilidade das leituras das absorvéancias obtidas, foi calculada a percentagem
de recuperacdo da absorvancia relativa obtida versus a tedrica para os padrdes do kit. Os resultados
podem ser observados na tabela 6.7. As percentagens de recuperacdo das absorvancias relativas
referentes aos 5 padrdes variaram entre 110% e 120%, encontram-se dentro do critério de aceitagao
(70% - 120%).
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Tabela 6.7: Valores tedricos da concentracdo, da absorvancia e da taxa de absorvancia relativa dos 6
padrdes. Estes valores podem ser confirmados no Anexo | — Certificado de Controlo de Qualidade.
Percentagens de recuperacdes obtidas das absorvancias relativas reais versus as absorvancias relativas
tedricas, referentes as trés leituras dos padrdes.

Padréo 1 2 3 4 5 6
° g Concentracao (ng/mL) 0 50 20,0 50,0 | 100,0 | 200,0
St Absorvancia 239 | 195 | 146 | 112 | 085 | 062
[<B]
= =1 o Absorvancia Relativa 100 88 68 49 35 23
Concentracao (ng/mL) - 51 19,2 51,8 98,8 200,8
w
; g é Média de Absorvancias 2,289 | 2,121 | 1,608 | 1,227 | 0,978 | 0,705
S 28| o Absorvancia Relativa i 03 | 4 | 54 | 43 | 3
% Recuperacio - 113,0 | 1152 | 1140 | 118,7 | 1185
Concentracgéo (ng/mL) - 5,3 18,3 48,1 103,2 | 205,6
o~ @ g Meédia de Absorvéancias 2,899 2,740 | 2,117 | 1,632 | 1,248 0,901
coB
O 235 | 9 Absorvancia Relativa . o5 | 73 | s6 | 43 31
% Recuperacao - 115,3 | 119,7 | 119,8 | 119,6 | 119,6
Concentracgéo (ng/mL) - 5,4 19,1 43,6 104,8 | 2129
m @ @ | MédiadeAbsorvancias 2,813 | 2,555 | 1,949 | 1,557 | 1,139 | 0,802
so T
O E 5| 9% Absorvancia Relativa - 91 69 55 40 28
% Recuperacao - 110,8 | 113,6 | 117,8 | 1125 | 109,6

No primeiro dia obteve-se uma percentagem de recuperacdo satisfatoria, ou seja, entre 113,0%
e 0s 118,5%. No segundo dia de ensaio, a percentagem de recuperacdo aumentou em todos os padrdes,
encontrando-se entre 115,3% e 119,6%. No entanto, no terceiro dia, observa-se uma descida nas taxas
de recuperagdo, principalmente no padrdo 5 e 6. No padrdo 5, a percentagem de recuperagdo no
primeiro e segundo dia encontram-se muito proximas (118,7% e 119,6%). No terceiro dia, esta baixa
para os 112,5%. No padréo 6, observa-se uma diferenca maior em comparagdo com o padrdo 5. Nos
dois primeiros dias, o padrdo 6 apresenta uma percentagem de recuperacdo de 118,6% e 119,6%,
respetivamente, e no Ultimo dia uma percentagem de 109,6%. Contudo, apesar destas variagcbes na
percentagem de recuperacdo obtida pode-se afirmar que o kit é estavel, uma vez que apresenta no
geral uma percentagem de recuperacéo inferior a 120%, indo ao encontro com o critério de aceitagdo
de 70% - 120%.

Para a determinacdo da exatiddo do método, como foi mencionado anteriormente, foi feita

através da fortificagdo da amostra com uma concentragdo conhecida de 50,0 ng/mL e 150,0 ng/mL.
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Tabela 6.8: Percentagem de recuperagéo da amostra fortificada com 50,0 ng/mL.

Concentracdo (ng/mL) Recuperacéo (%)
41,11 82,21
35,72 71,44
44,35 88,71
35,51 71,02
36,71 73,42
47,03 94,05
49,38 98,75
41,92 83,83
50,35 100,7
44,35 88,71
Média % Recuperacdo 85,28

Ao analisar a tabela 6.8, verifica-se que as percentagens de recuperacdo sdo satisfatorias. Em

todas as leituras, a percentagem de recuperacdo apresenta um valor superior a0 minimo aceitavel

estipulado pelo fabricante (70%) ap6s a contaminacdo com 50,0 ng/mL de melamina, sendo a

percentagem de recuperacdo de 85,28%.

Tabela 6.9: Percentagem de recuperacdo das amostras fortificadas com 150,0 ng/mL

Concentracdo (ng/mL) Recuperacéo (%)
111,9 74,62
110,8 73,89
110,2 73,45
112,4 74,91
109,5 73,02
111,0 74,03
108,0 72,03
108,7 72,45
110,6 73,74
109,3 72,88
Média % Recuperagdo 73,50

Ao analisar a tabela 6.9, verifica-se que as percentagens de recuperacdo sao satisfatorias. Em

todas as leituras, a percentagem de recuperacdo apds a contaminacdo com 150,0 ng/mL foi de 73,50%

sendo superior ao minimo aceitavel estipulado pelo fabricante (70%).
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Comparando as percentagens de recuperagdo entre as duas concentracfes de fortificacdo,
verificou-se que a percentagem de recuperacdo é superior com 50,0 ng/mL (85,28%) do que com
150,0 ng/mL (73,50%).

Para averiguar se existe algum problema de estabilidade nas concentra¢fes mais elevadas do
kit, isto é, nas concentracdes de 100,0 ng/mL e 200,0 ng/mL, foi feito um segundo ensaio para a

fortificagéo de 150,0 ng/mL.

Tabela 6.10: Andlise da estabilidade para a fortificacdo de 150,0 ng/mL.

Conc ng/mL % Recup obtida| % Recup anterior
102,0 67,98 74,62
96,9 64,58 73,89
100,2 66,82 73,45
102,2 68,10 74,91
102,7 68,49 73,02
99,5 66,32 74,03
102,0 67,98 72,03
97,4 64,95 72,45
103,3 68,88 73,74
108,1 72,10 72,88

Média % Recuperagédo 67,62 73,50

Como se pode verificar, neste segundo ensaio a percentagem de recuperagdo foi de 67,62%,
ou seja, encontra-se abaixo da percentagem de recuperacdo do primeiro ensaio de fortificagdo com
150,0 ng/mL (73,50%) e abaixo do critério de aceitagdo (70% - 120%). Estes resultados indicam que
h& perda de estabilidade para a concentra¢do de 150,0 ng/mL, o que corrobora com os valores obtidos

na tabela 6.7 para o padréo 6 de 200,0 ng/mL.

Em suma, tanto nos ensaios com os padrdes como nos ensaios com a matriz fortificada, existe

uma menor recuperacdo nas concentragdes elevadas face as concentracGes mais baixas.
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7. Conclusoes

A prética de adulteragdo em alimentos tem sido recorrente, com o intuito de aumentar a
matéria prima e o lucro, colocando em causa a seguranca alimentar dos consumidores. De modo a

contrariar esta situacdo, sdo aplicados métodos de analise para a monitorizacao dos alimentos.

Este estudo teve como objetivo a implementacdo do método ELISA para a detecdo e

guantificacdo de melamina em leite no laboratério da SGS Portugal.

Utilizando como base de implementagdo o documento interno de implementacdo de métodos
ELISA, foi possivel concluir que o método ELISA ¢ indicado para a detecdo e quantificacdo de
melamina na matriz leite. Contudo, para garantir a precisdo do método, o ideal teria sido a comparagao

dos resultados das amostras fortificadas com os de outro laboratdrio.
De acordo com os resultados obtidos, para este kit e fornecedor, pode concluir-se:
- a percentagem de desvio das concentragdes tedricas versus obtidas foram inferiores a 20%;
- a linearidade foi verificada entre as concentracdes de 5,0 ng/mL e 200,0 ng/mL;
- 0 método implementado apresenta um LD de 2,12 ng/mL e um LQ de 6,41 ng/mL;

- nos ensaios de repetibilidade e reprodutibilidade o coeficiente de variacdo foi inferior ou igual a

5%, isto é, o kit apresenta uma elevada precisao;

- apresenta uma percentagem de recuperacdo satisfatoria, tanto para os padrdes fornecidos pelo kit

como para a matriz em estudo.

Deste modo, para a matriz leite, o kit ELISA melamina encontra-se implementado na SGS como

era o objetivo do presente trabalho.

Por fim, como perspetivas futuras, é possivel melhorar 0s ensaios no que diz respeito a
exatiddo do método, aumentando o nimero de fortificacbes dentro da gama de trabalho, de modo a
avaliar o grau de conformidade dos valores obtidos. E ainda de se considerar, a validagio de um maior
numero de matrizes como as descritas no manual disponibilizado pelo fornecedor do kit, ampliando a

capacidade de detecdo de melamina em varios alimentos, como por exemplo, carne, peixe e chocolate.
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