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RESUMO

Este trabalho tem por objetivo principal validar o método analitico de quantificacdo dos
niveis de acrilamida em alimentos por cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a es-
pectrometria de massa em fandem (UPLC-MS/MS), com ionizagao por electrospray.

Foram analisadas as matrizes alimentares mais comumente analisadas no laboratdrio
da SGS e que possuiam um maior teor de acrilamida através de diversos métodos de extragao,
até concluir o que melhor se adequava as condi¢des laboratoriais de modo a alcangar os resul-
tados pretendidos para a validagdo do mesmo. As trés matrizes alimentares validadas sdo pao,
batatas fritas e bolachas/cereais, e o analito de interesse ¢ extraido a partir dos alimentos pao e
bolachas/cereais através de uma solucao aquosa de acido acético e das solucdes Carrez [ e Il e
por extracdo em fase solida no caso da matriz da batata frita e bolachas/cereais, devido a sua
complexidade matricial.

Estd comprovado que o consumo de acrilamida potencia o risco de desenvolvimento de
cancro. E considerada um contaminante pela Comissdo da Unido Europeia implementou me-
didas de mitigacdo e niveis de referéncia, o que leva a um controlo de qualidade rigoroso em
certos grupos alimentares especificos de modo a proteger a satide dos consumidores e regular
0s seus niveis nos respetivos alimentos.

Para a validacdo do método analitico por cada tipo de matriz foram avaliados os para-
metros da especificidade e seletividade, das curvas de calibragdo bem como o estudo sobre a
sua linearidade, da precisdo com um estudo da reprodutibilidade e precisdao intermédia, dos
limites analiticos, da robustez e da exatidao.

Verifica-se apds a avaliacdo dos pardmetros para a validacdo do método analitico de
cada uma das matrizes, que estes sdo aceites pelos critérios estabelecidos e, por tanto, o objetivo
proposto foi atingido e os métodos analiticos podem ser aplicados na rotina diaria do laborato-
rio da SGS.

Palavras-Chave: Acrilamida, UPLC-MS/MS, Implementagdo, Validacdo, Matrizes Alimen-
tares, Extracdo por Solventes, Extragdo em Fase Solida.
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ABSTRACT

The main objective of this work is to validate the analytical method for quantifying
acrylamide levels in foods by ultra-performance liquid chromatography coupled to tandem
mass spectrometry (UPLC-MS/MS), with electrospray ionization.

The food matrixes most commonly analyzed in the SGS laboratory and that had the
highest acrylamide content were analyzed using several extraction methods, until the one that
best suited the laboratory conditions was concluded in order to achieve the desired results for
its validation. The three food matrices validated are bread, potato French fries and crackers/ce-
reals, and the analyte of interest is extracted from the bread and crackers/cereals foods through
an aqueous solution of acetic acid and Carrez I and II solutions and by solid phase extraction
in the case of the potato chips and crackers/cereals matrix due to its matrix complexity.

It has been proven that the consumption of acrylamide increases the risk of developing
cancer. It is considered a contaminant by the European Commission and has implemented mit-
igation measures and reference levels, which leads to strict quality control in certain specific
food groups in order to protect consumers health and regulate its levels in their food.

For the validation of the analytical method for each type of matrix, the parameters of
specificity and selectivity, the calibration curves were evaluated as well as the study on their
linearity, precision with a study on reproducibility and intermediate precision, analytical limits,
robustness and accuracy.

After the evaluation of the parameters for the validation of the analytical method for
each of the matrixes, it is verified that they are accepted by the established criteria and, there-
fore, the proposed objective was achieved, and the analytical methods can be applied in the
daily routine of the SGS laboratory.

Keywords: Acrylamide, UPLC-MS/MS, Implementation, Validation, Food Matrices, Sol-
vent Extraction, Solid Phase Extraction.
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1.
INTRODUCAO

1.1.  Enquadramento

A preocupacdo sobre os efeitos da presenga de acrilamida nos alimentos surgiu em 1997
devido as dificuldades na construgdo de um tinel ferroviario na Suécia. A controvérsia sobre o
projeto comecou com as grandes quantidades de 4gua que vazavam nas rochas circundantes e
que acabaram por se infiltrar na construg¢@o do tinel, sendo necessario selar o mesmo [1].

O isolante eleito, denominado de Rhoca-Gil, era constituido por dois fluidos, acrilamida
e metiloacrilamida, e ao ser injetado nas rochas polimerizava em contacto com o ar tornando-
se rigido, o que impedia a passagem da agua. Foi utilizado 1400 quilogramas de isolante na
construcao do tinel, onde grande parte acabou por se dissolver na 4dgua infiltrada que, por sua
vez, acabou por contaminar o rio adjacente. A elevada quantidade de isolante que foi utilizado
aumentou significativamente os niveis de acrilamida no rio e provocou a morte de peixes, a
paralisia a vacas e alguns problemas nas terminac¢des nervosas das maos e dos pés dos traba-
lhadores, tendo sido encontrado posteriormente fragmentos de acrilamida ligados a hemoglo-
bina no sangue dos mesmos [2].

Com os resultados obtidos, os investigadores suecos responsaveis pelo caso iniciaram
um estudo sobre as possiveis fontes de acrilamida, que a partida se basearam em processos a
altas temperaturas, como a preparagdo de alguns alimentos. Em Abril de 2002, a Administracao
Nacional da Alimentagdo Sueca expos alguns dos resultados que obteve deste estudo numa
conferéncia e, em 2003, a Agéncia Federal do Departamento de Satde e Servigos Humanos
dos Estados Unidos, a FDA, publicou os resultados da sua investigacdo sobre a acrilamida
tendo confirmado a pesquisa sueca. Em Portugal, apenas no inicio de 2005 ¢ que a DECO
publicou resultados onde revelava as marcas de batatas fritas com maior teor de acrilamida.

A Autoridade Europeia para a Seguranga dos Alimentos (EFSA) confirmou, em 2015,
que o consumo de acrilamida aumenta potencialmente o risco de desenvolvimento de cancro,
o que levou a Comissdao da Unido Europeia, em 2017, a estabelecer medidas de mitigacao e
niveis de referéncia para a redugdo da presenca de acrilamida em géneros alimenticios através
do Regulamento (UE) 2017/2158, que se vincula aos principios do Regulamento (CE)
n°852/2004 relativo a higiene dos géneros alimenticios [3] [4].

Em suma, com a crescente preocupagao da presenga deste contaminante nos alimentos
consumidos diariamente por toda a populagao, surgiu paralelamente a necessidade de criar mé-
todos eficazes para quantificar a acrilamida nos grupos alimentares mais criticos.



1.2.  Objetivos

Foi durante o ultimo século que a preocupagdo sobre os riscos associados ao consumo
de bens alimentares comegou a propagar-se mundialmente, devido a certas crises que existiram
nessa época, com particular incidéncia na Europa. Foi devido a estes acontecimentos e a evo-
lu¢do do processamento, consumo e transporte de bens alimentares aliado a mudanca dos ha-
bitos alimentares da populacdo no geral que os consumidores comegaram a perder a confianga
no controlo da qualidade dos alimentos e na capacidade das autoridades publicas regularem e
assegurarem a seguranca da cadeia alimentar.

Atualmente, a acrilamida ¢ considerada um contaminante e apesar de estar apenas de-
finido niveis de referéncia, na Unido Europeia, para a sua concentragdo nos alimentos, ¢ ne-
cessario um controlo da concentragdo da mesma, de modo a proteger a satide dos consumidores
e regular os seus niveis nos alimentos.

A quantificagdo da acrilamida ¢, geralmente, obtida com recurso a técnicas cromato-
gréficas acoplada a espectrometria de massa. Tanto na cromatografia liquida como na croma-
tografia gasosa, o sucesso do método depende principalmente da etapa de extragdo e de purifi-
cacdo da preparag¢do da amostra, visto que o principal problema nos métodos desenvolvidos ¢
a eliminacdo dos interferentes da matriz.

Assim, o principal objetivo desta dissertagdo ¢ a implementag¢do e validagdo de um
método analitico que quantifica os niveis de acrilamida nos alimentos que possuem um maior
teor do contaminante, e que poderdo afetar mais a saide humana. As duas técnicas para a ex-
tracdo de acrilamida eleitas basearam-se num estudo e pesquisa para a preparagao de amostras,
baseadas em dois artigos cientificos, decidiu-se aplicar métodos de extracdo diferentes as
amostras devido a complexidade de algumas matrizes e da dificuldade da purificagdo do analito
[5] [6]. Para ambas as extragdes de acrilamida o método de anélise a usar ¢ a cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massa em fandem com ionizacgao por electrospray (LC-
ESI-MS/MS).

1.3. Empresa SGS

Société Geénérale de Surveillance (SGS S.A.), fundada a 12 de Dezembro de 1878, por
Henri Goldstuck, em Rouen, na Franca, com o apoio de um amigo austriaco, iniciou a sua
atividade na area da inspec¢do de graos verificando a quantidade e a qualidade dos graos que
chegavam ao porto de Rouen, o que reduziu as perdas de mercadoria da entidade exportadora
aumentando, consequentemente, os lucros da mesma. Devido a Primeira Guerra Mundial
(1914-1918), em 1915, a sede da empresa foi transferida de Paris para Genebra, sendo a Suica
considerada um pais neutro a SGS nao sofreria tantas consequéncias com a crise associada a
guerra. A 19 de julho 1919 a empresa adotou o nome que utiliza até hoje, Sociétée Générale de
Surveillance [7].

Rapidamente o negocio comegou a ser reconhecido e valorizado pela qualidade e inte-
gridade, e atualmente a SGS ¢ uma empresa lider na verificagdo, inspe¢ao, testes e certificagdo
que conta com mais de 94.000 funcionarios em mais de 2.600 escritdrios e laboratorios em
todo o mundo [8]. Foi no inicio do ano 2000 que a SGS se segmentou em onze areas de negdcio
(agricultura e alimentagdo, constru¢do, energia, inddstria quimica, bens de consumo e retalho,
industrial, ciéncias bioldgicas, petroleo e gés, industria mineira/mineragdo, setor publico e
transporte) em que atuava, e tendo esta reestruturagdo sido mantida até aos dias hoje [7].



A SGS Portugal, fundada em 1922 por o Grupo SGS, dedicava-se originalmente ao
controlo de operacdes de carga e descarga de cereais a granel e, hoje em dia, disponibiliza uma
variedade de servicos nas areas de inspecdo, verificacdo, ensaios e testes laboratoriais, consul-
toria e certificag@o [9]. Possui também laboratorios acreditados nas areas Alimentar (frescos,
processados, comida para bebés e alimentacdo de animais), Agricola e Mineral (solos, aguas
de rega, folhas e raizes), Ambiental (ar e 4guas), DPH’s (detergentes e produtos de higiene),
Dispositivos Médicos, Produtos Quimicos e Petroliferos e Ensaios Nao Destrutivos.

Os setores Agricola e Alimentar sdo considerados os mais importantes do mercado por-
que sdo os que os consumidores tém uma preocupacao acrescida da qualidade e seguranga dos
mesmos. Assim, a SGS Portugal permite gerir os riscos dos negodcios dos fabricantes e fazer
com que cumpram todas as obrigagdes, legislagdes e normas, enquanto protege os consumido-
res dos produtos, garantindo sempre a qualidade dos mesmos desde a sua produ¢do, armaze-
namento até ao transporte final.

Em Portugal, o nivel de referéncia para a presenca de Acrilamida em géneros alimenti-
cios entrou em vigor a 11 de Abril de 2018, data a partir do qual a SGS Portugal comegou a
realizar ensaios de quantificacdo para este analito [10].

1.4. Estrutura da Disserta¢ao

A presente dissertacdo encontra-se dividida em duas partes, uma tedrica e uma pratica.

A parte tedrica da dissertacdo encontra-se exposta no capitulo do estado da arte, onde
sdo abordadas todas as informagdes relevantes da acrilamida, da sua formac¢ao nos alimentos e
os principais fatores que influenciam a sua formagao, os alimentos ricos em acrilamida e os
respetivos niveis de referéncia, bem como a sua toxicidade. E apresentado, também, a teoria
onde o método analitico para a quantificagdo de acrilamida se assenta, desde a preparagdo da
amostra até a sua andlise. Por fim, na parte tedrica da estrutura apresentada, ¢ apresentado tudo
o que a validagcdo do método analitico se baseia, desde o planeamento da validagdo do mesmo
até aos parametros que caracterizam a mesma validagao.

A parte pratica da dissertacdo subdivide-se na demonstrag¢ao dos resultados, obtidos ao
longo do estudo efetuado, pelas matrizes avaliadas com a respetiva validagdo do método ana-
litico correspondente, e na apresentacdo dos materiais utilizados e nos métodos extrativos apli-
cados.






2.
ESTADO DA ARTE

2.1. Acrilamida

A acrilamida é um sdlido cristalino, ndo volatil e incolor. Este composto organico com
baixa massa molecular (71,08 g/mol), ponto de fusdo de 84,5°C e altamente hidrossoluvel
(2g/mL) forma-se a partir dos compostos asparagina e aglicares, naturalmente presentes em
cereais, batatas, pao, café, entre outros, quando estes sdo preparados a temperaturas superiores
a 120°C e com baixa humidade, ou seja, quando sdo cozidos, fritos ou assados [4]. Este conta-
minante decompode-se na presenca de acidos, bases, agentes oxidantes e sais de ferro. Atual-
mente pode ser sintetizada em laboratorio através da hidroélise do acrilonitrilo pela nitril hidra-
tase [11].

O

\/IKNH2

Figura 2.1 - Estrutura molecular da acrilamida

2.1.1. Formacao da Acrilamida nos alimentos

A acrilamida ¢ um contaminante que pode ser formado por trés reacdes independentes,
sendo elas, as reagdes de Maillard, de pirdlise da carnosina e por via dos lipidos, cada uma
depende principalmente da composi¢ao nutricional dos alimentos [12][13].

A reacgdo de Maillard consiste na reacdo entre os precursores, asparagina e agucares re-
dutores, originando a base de Schiff que, ao sofrer descarboxilagdo, d4 origem a 5-1-oxazoli-
dina. Posteriormente, o produto descarboxilado pode decompor-se e formar a acrilamida, por
eliminag¢do de uma amina ou hidrolisar e formar 3-aminopropionamida (3-APA). O composto
3-APA na presenca de agticar da origem a acrilamida. Um produto secundario da descarboxi-
lacdo da base de Schiff ¢ o composto 3-oxopropanamida [14].

A formagdo de acrilamida através da via dos lipidos ¢ uma das reacdes quimicas que
ocorre durante o aquecimento dos alimentos e ¢ através deste processo que os lipidos podem
dar origem a acroleina, que posteriormente por oxidagao origina acido acrilico ou um radical
acrilico intermediario. Tanto o acido acrilico como o radical acrilico intermediario na presenga
de amonia, proveniente da decomposi¢ao dos aminoacidos, formam acrilamida [14].

A reagdo de pir6lise da carnosina origina acido acrilico, que por sua vez forma acrila-
mida como acontece da reacdo por via dos lipidos com a diferencga que a carnosina esta presente
em apenas determinados grupos de alimentos, como por exemplo na carne, ndo sendo a via
mais frequente [13].
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2.1.2.  Principais fatores que influenciam a formacao da
acrilamida

A descoberta que a formacgao de acrilamida nos alimentos ricos em hidratos de carbono
através do aquecimento dos mesmos, pode chegar a teores bastante elevados, como miligramas
por quilograma, causou um alarmismo na sociedade.

Os fatores que afetam principalmente as reagdes quimicas em alimentos sdo a tempera-
tura, a duragdo do periodo de aquecimento, o pH, as concentragdes e interagdo dos componen-
tes presentes e a concentracao de agua [15].

Tanto a concentragdo inicial dos percursores, a temperatura e a duragdo do processo aumentam
proporcionalmente com a concentragdo de acrilamida, ou seja, com o aumento destes fatores o
teor de acrilamida aumenta também no produto final [15] [16].

A concentragdo de 4gua aumenta inversamente, ou seja, os alimentos com maior concentracao
de dgua em relacdo a outro, o alimento que ird ter um maior teor de acrilamida sera o que tera
um menor teor de agua [16].

Um pH 4cido durante o processamento ird provocar uma diminui¢do da formacao de
acrilamida no alimento [16] [15].

Os teores de acrilamida podem ser diminuidos através de uma abordagem de mitigagdo, como
a implementagdo de boas praticas de higiene e a aplicacdo de procedimentos baseados nos
principios da Anélise de Perigos e de Pontos Criticos de Controlo (HACCP) [17].

2.1.3. Alimentos ricos em Acrilamida e nivel de
referéncia

A acrilamida ¢ definida como um contaminante pelo Regulamento (CEE) n® 315/93 do
Conselho, e por tanto, foi necessario a regulamentagdo dos seus niveis nos géneros alimenticios
onde estd habitualmente presente. Atualmente, os niveis de referéncia de exposicao a acrila-
mida sdo os seguintes.

Tabela 2.1 - Niveis de referéncia para a presenga de acrilamida nos géneros alimenticios referidos [18](Parte

1/2)
Género Alimenticio Nivel de referéncia [pg/kg]
Batatas fritas (prontas a comer) 500
Batatas fritas de pacote fabricadas com
batatas frescas e com massa de batata;
Bolachas salgadas a base de batata; Ou- 750
tros produtos de batata a base de massa
de batata
Pao fresco a base de trigo 50
Pao fresco, excluindo pdo a base de trigo 100
Cereais a base de farelo e cereais inte-
grais, graos tufados pelo processo de gun 300
puffing
Cereais a base de trigo e de centeio (V 300




Tabela 2.1. — Niveis de referéncia para a presenca de acrilamida nos géneros alimenticios referidos (Parte 2/2)

Género Alimenticio Nivel de referéncia [pug/kg]
Cereais a base de milho, aveia, espelta, 150
cevada e arroz (V
Bolachas e wafers 350
Bolachas salgadas com excecdo das bola- 400
chas a base de batata
Pao estaladigo (knackebrot) 350
Pao-de-espécie 800
Produtos semelhantes aos outros produtos 300
desta categoria
Caf¢ torrado 400
Caf¢ instantaneo (soluvel) 850

Sucedaneos do café exclusivamente a
partir de cereais
Sucedaneos do café obtidos a partir de )
uma mistura de cereais e chicoria
Sucedaneos do café obtidos exclusiva- 4000

mente a partir de chicoria
Alimentos para bebés, alimentos a base 40
de cereais transformados destinados a
lactentes e criangas pequenas, exceto bo-
lachas e tostas @
Bolachas e tostas para lactentes e crian-

500

3) 150
¢as pequenas
Café torrado 400
Caf¢ instantaneo (soluvel) 850
Sucedaneos do café exclusivamente a 500

partir de cereais
Sucedaneos do café obtidos a partir de )
uma mistura de cereais e chicoria
Sucedéaneos do café obtidos exclusiva- 4000
mente a partir de chicoria

M Cereais ndo integrais e/ou ndo a base de farelo. O cereal presente em maior quanti-
dade determina a categoria.

@ O nivel de referéncia a aplicar aos sucedaneos do café obtidos a partir de uma mis-
tura de cereais e chicéria tem em conta a proporcao relativa destes ingredientes no
produto final.

®) Conforme definidos no Regulamento (UE) n° 609/2013

2.1.4. Toxicidade da acrilamida

Ao longos dos ultimos anos, a acrilamida tem sido alvo de varios estudos cientificos,
nomeadamente da sua toxicidade, efeitos nos humanos, metabolismo, cinética das suas reagdes
e do modo de acdo. Dados disponiveis de exposi¢ao acidental ou de envenenamento através da
acrilamida revelam que esta pode ser rapidamente absorvida por via oral, inalatéria ou dérmica,
espalhando-se pelo corpo a uma velocidade elevada independentemente da via de administra-
cao.



Com base em estudos realizados em animais, o Painel Cientifico dos Contaminantes da
Cadeia Alimentar (CONTAM) da Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos
(ASAE) confirma avaliag¢des anteriores de que a acrilamida nos géneros alimenticios aumenta
potencialmente o risco de desenvolvimento de cancro assim como de mutagdes genéticas nos
consumidores de todas as faixas etarias, sendo as criangas o grupo etario mais exposto a este
efeito devido ao seu peso corporal.

Pode-se concluir que a acrilamida ¢ um composto bastante toxico para o nosso orga-
nismo, no entanto, a Organizacdo Mundial de Satude verificou que a quantidade que seria ne-
cessario ingerir para se observar neuropatia, 0,5 mg por kg de massa corporal por dia, ¢ 500
vezes superior a quantidade média que ¢ ingerida, e 2000 vezes superior para manifestar pro-
blemas de fertilidade. Assim, concluiu que os niveis de acrilamida nos alimentos sdo seguros
no que diz respeito a neuropatia, porém poderdo ser preocupantes em termos de efeitos carci-
nogénicos em humanos, e ¢ recomendado a reducao da sua ingestdo para os niveis mais baixos
possiveis [19].

Por fim, este contaminante foi classificado como um carcinogéneo do Grupo 2A, prova-
vel carcinogénico para humanos, pela Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancro
(IARC), e um carcinogéneo de Categoria 2B e um mutagénico de Categoria 2C, pela Unido
Europeia [20].

2.2. Método analitico para a quantificacao da acri-
lamida

A andlise a componentes individuais em alimentos ¢ por norma uma tarefa dificil que
requer técnicas analiticas sofisticadas, pois estas matrizes constituem normalmente uma mis-
tura complexa e heterogénea de grande variedade de substancias quimicas.

A quantifica¢@o da acrilamida ¢ geralmente obtida com recurso a técnicas cromatografi-
cas, tanto de cromatografia liquida como de cromatografia gasosa. Comum a ambas as técnicas
¢ a utilizacdo de detetores de massa, o que se justifica pela complexidade das matrizes analisa-
das, fendmeno presente em qualquer anélise de constituintes alimentares, e pelos elevados ni-
veis de sensibilidade exigidos.

A dificuldade analitica associada a determinag@o deste analito deve-se principalmente
aos fatores relacionados com a molécula da acrilamida, como a baixa massa molecular, a ele-
vada polaridade, que consequentemente dificulta a extragdo de matrizes aquosas por solventes
organicos convencionais, as mas propriedades cromatograficas e a dificuldade de detecao da
molécula, devido a auséncia de propriedades adequadas a generalidade dos detetores cromato-
graficos mais usados.



2.21. Preparacao da Amostra

A implementac¢do de métodos cromatograficos exige, geralmente, diversas etapas pré-
vias que constituem o processo de preparacdo das amostras. O principal objetivo deste processo
¢ transferir o analito em estudo da matriz original para um extrato organico, o mais possivel
isento de interferentes, passivel de ser analisado pela instrumentagdo analitica selecionada.

O processo de preparagdo da amostra engloba varias etapas, das quais o tipo € o nimero
de etapas dependem do tipo de matriz e da técnica cromatografica usada. As etapas podem ser
generalizadas em pulverizacdo e homogeneiza¢ao da amostra, hidratagdo da amostra, extragdo
da acrilamida, purificagdo e concentragcdo dos extratos e derivatizacdo do composto [21].

A escolha adequada de uma técnica de preparagdo de amostras ¢ um fator importante
para obter resultados confidveis e exatos, sendo necessario selecionar técnicas e condigdes ex-
perimentais cuidadosamente. A selecao depende de fatores como a natureza da amostra, a ma-
triz utilizada, as caracteristicas do analito e a técnica analitica.

Pulverizacdo e Homogeneizacdao da amostra

A homogeneiza¢dao da amostra constitui o passo inicial de qualquer processo analitico
e tem como objetivo a mistura correta de todos os seus componentes. No caso de amostras
solidas ¢ geralmente necessario proceder a reducao do tamanho das particulas, o que se conse-
gue a custa de operagdes que incluem cortar, quebrar e pulverizar a matriz.

Durante a pulverizagdo e homogeneizacdo da acrilamida ¢ preciso um certo cuidado,
visto que ¢ na superficie dos alimentos que esta substdncia normalmente tem concentragdes
mais elevadas por estar mais exposta as fontes de calor. Posto isto, ¢ necessario na toma da
amostra ter em aten¢@o as proporcdes de todas as partes do alimento para a andlise ser repre-
sentativa, exceto quando se pretende analisar uma parte especifica do alimento.

Hidratacdao da amostra

A posteriori das etapas de homogeneizagao e pulverizacdo, anteriormente descritas, as
generalidades dos esquemas analiticos propdem uma etapa de extracdo com agua, dada a
grande polaridade da acrilamida.

A hidratacdo da matriz € essencial para uma correta extracao da substancia, no entanto,
o uso de agua co extrai a generalidade dos componentes maioritarios, tais como agtcares, pro-
teinas, aminoacidos, acidos organicos, etc. Para amostras liquidas, como leite, café, bebidas a
base de chocolate, entre outras, que ja contenham agua, a etapa de extragdo aquosa ¢ desneces-
saria.

A etapa de adigdo de dgua ¢ efetuada geralmente a temperatura ambiente, no entanto,
alguns autores aconselham o uso de 4gua aquecida a temperaturas até 80°C, uma vez que a
acrilamida ¢ relativamente estavel a essa temperatura e o rendimento podera ser razoavelmente
maior.
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Extracdo da Acrilamida por outros compostos

A extragdo da acrilamida ¢ das etapas mais importantes e complexas do processo de
preparacao da amostra, que tanto pode ser efetuada apenas com agua como por outras solugdes.

Alguns autores sugerem a utilizagao de solugdes concentradas de cloreto de sddio, de modo a
evitar a formacao de emulsdes durante a purificacdo das amostras, solu¢des aquosas acidas, de
modo a aumentar o rendimento de extragdo com um pH mais 4cido, e solventes organicos, o
que diminui a co extragdo dos componentes maioritarios.

Como métodos de extragdo alternativos, a extra¢do liquida pressurizada (PLE) ¢ uma
técnica que consiste em extrair amostras solidas e semissolidas com solventes liquidos conven-
cionais a temperaturas e pressoes elevadas para aumentar a eficiéncia do processo, € que per-
mite a extracdo da acrilamida de uma forma répida e automatizada de varias amostras num
curto espago de tempo.

Outra alternativa € a extracao em fase solida (SPE) que tem o mesmo principio de que
a cromatografia, ou seja, o comportamento cromatografico da acrilamida e dos interferentes
ajudam na escolha do sorvente e do eluente adequado para a extracdo, tem um menor consumo
de solvente organico, ndo forma emulsdes, apresenta altas percentagens de recuperagdo do ana-
lito e ¢ capaz de aumentar seletivamente a concentragdo do mesmo, tendo também associada
facilidade de automagao.

Purificacdao dos extratos

A presenga de interferentes pode resultar numa variedade de problemas, incluindo a
formacao de emulsdes, a incorreta separagdo cromatografica, a possibilidade de contaminacao
do equipamento e, consequentemente, a diminui¢do do rendimento global do método.

A remocao de interferentes pode ser realizada por intermédio de operagdes de purifica-
¢do, que podem ser de diferentes tipos, sendo os mais comuns a precipitacao seletiva de prote-
inas e de hidratos de carbono, processos de extracdo em fase solida e da adi¢do de etapas de
extragdo liquido/liquido.

Derivatizacdao do composto

Esta etapa ¢ usualmente aplicada em técnicas analiticas de cromatografia gasosa, sendo
as principais vantagens da derivatizagdo da acrilamida a formagdo de um composto relativa-
mente mais volatil, menos polar e com maior massa molecular, logo com melhor comporta-
mento cromatografico e mais facilmente detetavel por espectrometria de massa. O aumento de
seletividade assim alcancado compensa o facto de se tratar de um processo demorado e o facto
de o derivado formado poder ser extraido no final com um solvente organico permitindo a
obtencao de extratos finais isentos de compostos polares representa outra vantagem desta etapa.

Para analises de cromatografia gasosa a molécula da acrilamida ¢, normalmente, deri-
vatizada por bromagao para formar a 2,3-dibromopropionamida que apresenta melhores pro-
priedades cromatograficas. O derivado bromado ¢ facilmente identificado pelo seu tempo de
retengdo e pela razdo de ides de massa caracteristicos.
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2.2.2.  Analise da Acrilamida

Como j4 foi referido anteriormente, a analise da acrilamida ¢ realizada através de téc-
nicas cromatograficas. A cromatografia ¢ uma técnica quantitativa que tem por base a separa-
¢do e purificacdo de amostras e identificacdo de substancias especificas em misturas comple-
Xas.

Através das propriedades das substincias, como solubilidade, afinidade, tamanho e
massa, ¢ realizada a separagdo dos componentes, fazendo com que a mistura onde estes estdo
presentes passe por duas fases, uma estacionaria e outra movel, e com a interagdo dos compo-
nentes e as fases, por meio de forgas idnicas e intermoleculares, a separagdo ¢ realizada.

A mistura pode ser separada em varias partes distintas, ou ser purificada com a elimi-
nag¢do de interferentes. Para a identificacdo dos componentes presentes na mistura sdo compa-
rados os resultados da analise com resultados previamente conhecidos, sendo possivel identi-
ficar a substancia presente na mistura através das semelhancas das analises [22].

Coluna
Tipo de Suporte {

Planar (papel /camada fina)
Adsorgao

Particao

Modo de separacao Permuta iénica

Exclusdo de tamanhos
Afinidade

Cromatografia gasosa (GC)

Natureza da fase mével Cromatografia liquida (LC)

Cromatografia supercritica (SFC)
Analitica

Objetivo da separacao

Preparativa (produgdo/ purificagao)

Isocratica (composigéo constante)
Composicao da fase mével
Gradiente (composicao varidvel)

Andlise frontal

Modo de operagao Andlise por deslocamento

N e —

Eluigdao

Figura 2.4 - Classificagdo da cromatografia Adaptado de
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2.2.3. Principios da Cromatografia

A cromatografia pode ser classificada quanto a forma fisica do sistema cromatografico,
a fase movel e estaciondria empregue e quanto ao modo de separacao.

A cromatografia ¢ uma importante técnica biofisica que engloba uma ampla diversidade
de metodologias de separacdo baseadas na distribuicdo dos componentes de uma mistura entre
um fluido, fase mdvel ou eluente, e um adsorvente, fase estacionaria. A fase movel pode ser
um gas, no caso da cromatografia gasosa, um liquido, no caso da cromatografia liquida, ou um
fluido supercritico, no caso de cromatografia supercritica. A fase estacionaria pode ser um li-
quido ou um solido, sendo o estado s6lido o que ¢ mais usual.

A medida que os compostos sdo separados e detetados originam uma série de sinais em
funcdo do tempo que sdo representados sob a forma de um cromatograma através de uma es-
pécie de grafico, onde cada sinal representa a distribui¢do de um componente eluido na fase
movel.

Os parametros que caracterizam principalmente um cromatograma sdo o tempo de re-
tencdo, a resolucdo e a intensidade do sinal.

2.24. Cromatografia Liquida (LC)

A cromatografia liquida foi inventada pelo russo Mikhail S.Tswett, considerado o pai
da cromatografia, no inicio do ano de 1900, e surgiu durante as suas pesquisas sobre a clorofila,
na tentativa de separar os pigmentos de folhas, extraidos de plantas, e utilizando um solvente
numa coluna empacotada com particulas de carbonato de célcio. Atualmente, ¢ uma técnica
mais sofisticada e rigorosa, e desde o ano de 1970 que os moldes da cromatografia liquida
moderna surgiram diferenciando-se da cromatografia em coluna sendo aperfeigoada até a cro-
matografia de alta eficiéncia [23].

A cromatografia tem diversas aplicagcdes como método de separagdo, sendo a cromato-
grafia liquida empregue normalmente em andlises de quantificagdo alimentar, cosméticos,
amostras forenses, matrizes ambientais € no ambito de quimica industrial, para além disso,
pode ser empregue para purificar produtos farmacéuticos, proteinas, aminodcidos, acidos nu-
cleicos, vitaminas, esteroides e proteinas. Inicialmente, a amostra ¢ injetada na coluna através
de uma microseringa, no caso da cromatografia analitica, ou de uma valvula de inje¢do, no
caso de sistemas preparativos, ¢ € homogeneamente distribuida no topo da coluna. De seguida,
a fase movel transportando a amostra ¢ for¢ada a percolar através da coluna por uma acdo
externa, que tanto pode ser a simples forca da gravidade como uma for¢a mais intensa gerada
por uma bomba.

Durante o processo de percolagdo os componentes migram com velocidades diferentes
e sdo identificados a saida da coluna num detetor que fornece um registo continuo da compo-
sicdo da amostra analisada, em formato de um cromatograma. Os detetores mais usados sdo os
fotométricos, de fluorescéncia, sensiveis a espécies que fluorescem, e os de indice de refracao
[24].
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2.2.5. Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (UPLC)

A cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UPLC) assenta nos mesmos principios da
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e foi desenvolvida com o objetivo de obter
uma maior eficiéncia na separacdo de compostos. Caracteriza-se pelo uso de colunas em ago
inoxidavel com um didmetro interno na ordem dos 2 mm, um empacotamento de microparti-
culas com dimensdes inferiores a 2 um e uma pressao que ronda os 1300 bar.

E uma técnica que trouxe muitas vantagens em relagio & separagio cromatografica de
analitos por utilizar colunas com um comprimento mais reduzido, as particulas que constituem
a fase movel sdo de dimensdes inferiores, o fluxo das amostras que passam na fase estacionaria
pode ser mais elevado tal como a pressdo a que o sistema opera e o consumo de solvente du-
rante a analise ¢ relativamente inferior. Para além das vantagens durante a anélise supramenci-
onadas, o cromatograma apresenta um maior grau de separagao entre os picos, logo uma maior
resolucdo e sensibilidade de dete¢ao dos compostos presentes nas amostras. Em resumo, o en-
globar de todas as vantagens resultam numa redugao do tempo de analise, sendo um dos fatores
principais para a aplicacdo deste método na quantificagdo de acrilamida [25] [26].

Sistema UPLC

O sistema UPLC ¢ caracterizado pelo conjunto de componentes que estdo presentes num
unico aparelho e que permite a identificagdo dos diferentes compostos presentes numa amostra,
associado a um tempo e custos mais reduzidos. E constituido por um sistema binario ou qua-
ternario de solventes, um sistema de injecdo da amostra, uma bomba, uma coluna cromatogra-
fica e a respetiva fase estacionaria [27].

Coluna
cromatografica

Solventes
(fases movel)

i Sistema de
controlo e recolha
de dados

de residuos

= " Amostrador
Bomba automatico
do UPLC

Figura 2.5 - Sistema UPLC

Bomba

A principal fun¢do da aplicagdo bomba de alta pressao no sistema UPLC ¢ fazer com que
a fase movel passe na coluna a fluxo desejado, que normalmente ronda a ordem dos mililitros
por minuto.
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O bombeamento da fase movel para passar na fase estacionaria pode ser realizada em
proporcao constante, isocratica, ou em proporc¢ao variavel, gradiente. Quando o sistema opera
no método isocratico as composi¢des da fase mével mantém-se constantes durante toda a ana-
lise, ou seja, a percentagem de A e de B ¢ exatamente igual durante todo o processo da separa-
¢do cromatografica. No método de gradiente a percentagem de fase moével A e fase mével B
ndo ¢ a mesma durante todo o processo de separacao cromatografico, variando gradualmente a
composi¢do da fase movel por aumento e, posterior, diminui¢do de percentagem de solvente
organico movel ao longo do processo cromatografico [28].

Sistema de Injecao

Todo o processo de separagdo cromatografica inicia-se quando a amostra ¢ injetada jun-
tamente com a fase movel no inicio da coluna. A amostra ¢ bombeada e percorre a coluna de
com o objetivo de separar os analitos presentes na mesma. O injetor ¢ responsavel pela intro-
ducdo da amostra na fase mével, que estd continuamente a passar na coluna do sistema de
cromatografia liquida.

A injecdo da amostra no sistema UPLC ¢ realizada, por norma, de forma automética num
curto intervalo de tempo e a um fluxo continuo, de modo a proteger a coluna de flutuacdes
resultantes da utilizag@o de altas pressdes. O volume de inje¢ao deve ser reduzido para evitar a
expansdo do pico cromatografico, e, normalmente, varia entre 0,1 a 50 pL.

Coluna Cromatografica

As colunas cromatograficas utilizadas na cromatografia liquida possuem um compri-
mento e didmetro interno varidvel, e sdo constituidas por um material de empacotamento espe-
cifico para a separacdo dos componentes. Este material de empacotamento da coluna, também
designado por fase estacionaria, ¢ constituido por pequenas particulas porosas esféricas com
uma superficie especifica varidvel ou por um liquido especifico, com um elevado potencial de
separar os componentes capaz de suportar pressdes superiores a 965 bar, aproximadamente. A
gama do tamanho das particulas, constituintes da fase estaciondria, varia, habitualmente, entre
3 a 10 um, e no caso de sistemas UPLC pode ser inferior a 2 um, quanto a sua composicao
estas podem ser constituidas por diversos materiais que vao influenciar o tipo de separagdo dos
compostos [29].

Todas as colunas cromatograficas possuem uma temperatura especifica de operagao, para
que ndo ocorra uma potencial degradacdo da fase estaciondria ou alteracdo da composi¢ao da
fase movel, podendo estas serem aquecidas ou arrefecidas, proporcionando uma maior efici-
éncia de separagdo, sendo que a maioria trabalha a temperatura ambiente.

Relativamente a coluna de separagdo em si, esta pode ser caracterizada de acordo com a
composicdo das particulas ou da sua polaridade, ambas variam de acordo com os compostos
que pretende identificar e quantificar. A coluna cromatografica utilizada durante o estudo ¢
constituida por particulas de carbono grafite poroso, aplicada a cromatografias de fase reversa,
onde a separagdo dos compostos ¢ feita com base na particdo de moléculas entre a fase estaci-
onaria e a fase mével.

As particulas de carbono grafite poroso sdo esféricas e totalmente porosas, contendo uma
superficie cristalina e altamente reprodutivel, sem micro poros. A nivel molecular o carbono
grafite poroso ¢ composto por folhas planas de atomos de carbono dispostos hexagonalmente
ligados por ligagdes conjugadas na ordem dos 1,5 A, sendo esta uma caracteristica das molé-
culas de hidrocarbonetos aromaticas polinucleares de grandes dimensdes. Os solutos de grande
polaridade demonstram uma alta afinidade em relag¢do a superficie da grafite, o que permite
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obter uma boa reten¢do e eluicdo de espécies polares, o que ndo se verifica com as colunas
tradicionais de silica [30].

As principais vantagens da utiliza¢do da coluna Hypercarb sdo a retencdo excecional de
analitos muito polares, separacdo para substancias estruturalmente relacionadas, estabilidade
de pH de 0 a 14, que ndo ¢ afetado por fases moveis agressivas, e ¢ uma solu¢do ideal para
aplicagdes de alta temperatura [31].

A fase moével da coluna em questdo opera em modo gradiente, sendo a fase méovel A
bombeada a uma percentagem de 95% e a fase movel B a uma percentagem de 5% até aos 4
minutos da corrida, e depois a fase movel B ¢ bombeada a 98% e a fase movel A a 2% durante
dois minutos e 10 segundos e, por fim, a fase movel A e B voltam as condigdes iniciais de

bombeamento , com um fluxo de 0,5 mL/min, o volume de inje¢do ¢ de 25 pL, e a coluna opera
a 60°C.

2.2.6. Espectrometria de Massa (MS)

A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa da origem a uma das me-
todologias analiticas com maior seletividade, indicada para a identificagdo de compostos em
matrizes de natureza e complexidade diversas, ou nos respetivos extratos. A técnica LC-
MS/MS produz informagao a nivel bidimensional, por considerar o tempo de reten¢do do com-
posto e registar a informacao espetral do eluido a dado momento.

A espectrometria de massas ¢ uma técnica analitica fisica que tem como finalidade a
detegdo e identificagdo de moléculas especificas através da ionizagdo dos analitos, ou seja, a
amostra ¢ fragmentada em moléculas, posteriormente sdo avaliadas com precisdo as massas
especificas dos 4&tomos das respetivas moléculas e ¢ efetuada a sua quantificagdo. O analisador
de espectrometria de massa ¢ constituido por uma fonte de ionizag@o, um analisador, um detetor
¢ um sistema de dados [32] [33].

A espectrometria de massa em tandem (MS/MS) ¢é constituida por dois espectrometros
de massa, onde no primeiro ocorre a separa¢do dos componentes da amostra por carga, e se-
guem posteriormente para a cadmara de colisdo onde sdo fragmentados e, os respetivos frag-
mentos viajam até ao segundo espectrometro, onde sdo analisados e identificados de acordo
com a relagdo massa/carga (m/z). Quando um analisador ¢ constituido por dois espectrémetros,
com uma camara de colisdo entre eles, ¢ aplicado o termo fandem, sendo o primeiro analisador
o identificador do ido precursor e o segundo analisador do ido produto [34].

Fonte de Espectrometro
ionizagao de massa 1

Camara de
colisdo

Espectrometro
de massa 2

Detetor

Figura 2.6 - Esquema de um sistema de espectrometria de massa em tandem.

A fonte de ionizag@o, onde os componentes da amostra sdo convertidos em ides através
de um agente ionizante, mais adequada para a andlise de acrilamida ¢ a ionizacdo por elec-
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trospray (ESI). A producdo de ides baseia-se, em primeiro lugar, na dispersdo de gotas alta-
mente carregadas, a pressdo atmosférica, e, posteriormente, na constru¢do de condigdes que
permitam a evaporacao do solvente [33].

As principais vantagens da ESI sdo a elevada sensibilidade, o consumo reduzido de
amostras, a analise atinge uma ampla variedade de moléculas, para além de ter um mecanismo
de utilizagio simples. E uma técnica de ionizagdo capaz de produzir ides de carga multipla,
reduzindo a razdo m/z e possibilitando a anélise de compostos de elevada massa molecular, as
amostras analisadas sdo introduzidas no sistema através de uma solugdo, permitindo assim o
acoplamento desta técnica de ionizagdo a varias técnicas de separagdo, e a ESI provoca pouca
ou quase nenhuma fragmentacdo dos analitos em estudo, sendo considerada uma técnica de
ionizagao branda [35].

A ionizagdo por electrospray baseia-se no gradiente elétrico, produzido pela voltagem
existente entre o capilar e o elétrodo, que separa as cargas na superficie do fluido que passa no
capilar, for¢cando o liquido a sair da agulha com um cone de Taylor.

No analisador de massas ¢ onde ocorre a separacdo dos ides de acordo com a razdo
massa/carga de cada uma. O analisador quadrupolo ¢ o analisador mais utilizado devido a sua
robustez, facilidade de manipulacdo, por conseguir suportar pressdes relativamente altas, apre-
sentar uma boa linearidade numa gama larga de concentragcdes em andlises quantitativas, e sdo
instrumentos normalmente de baixo custo [33]. Cada analisador do tipo quadrupolo utiliza um
campo elétrico oscilante, gerado por quatro barras metalicas com dois polos negativos e dois
polos positivos, dispostos alternadamente, sendo a sec¢do dos quatro polos circular.

O analisador do tipo triplo quadrupolo, ¢ constituido por trés quadrupolos em série, e que
combina uma corrente continua com potenciais aplicados a uma determinada frequéncia, de
forma a selecionar os ides que vao para a camara de colisdo. No primeiro quadrupolo sdo sele-
cionados os i0es precursores, que apods serem transferidos para o analisador, segundo quadru-
polo ou camara de colisdo, sdo fragmentados em resultado da interacdo com o gés de colisdo,
azoto, para originar os ides produtos. Os ides produtos originados sdo direcionados para o ter-
ceiro quadrupolo onde sdo separados de acordo com a sua razao massa/carga [35].

Por fim, € no sistema de deteg@o e processamento que ocorre a transformagao da corrente
de ides em sinal elétrico, e onde o sinal obtido ¢ amplificado de modo a ser processado pelo
computador criando, assim, o cromatograma correspondente.

Fonte de Ices Analisadores de massas Detetor
Gas de .
dessolvatagdo ® G de
colusao
Detetor
Cone de extragao
Sonda de
FoniEaga0 E 10 analizador 20 analizador de
de massas (Q1) massas (Q3) ®@=@
Cone da T ‘
amostra 5350z s =" ==2" 8
Dinode
Lentes de Célula de
focagem colisao (q2)
Bloqueador ; ; ‘
S Saida de gases Saida de gases

Figura 2.7 - Esquema de um espectrémetro de massa de triplo quadruplo usado em cromatografia liquida
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As condi¢des cromatograficas adotadas para a validagao do método analitico encon-

tram-se na tabela 2.2.

Tabela 2.2 - Condigdes cromatogréficos do método analitico.

Parametros

Condi¢oes Cromatograficas

Modo de ionizac¢ao

ESI

Coluna

Hypercarb 2,1x100 mm (35005-102130)
Marca: Thermo Fisher Scientific

Temperatura do forno da coluna

60°C

Fase Movel A Agua ultrapura + 0,1% de acido formico
Fase Movel B Metanol LC-MS + 0,1% de acido féormico
Tempo (min) A (%) B (%)
S N BN O S
3,0 95 5
Gradiente | 77T 40 """""""""" 298 """
""""""" 60 | 2 | 98
B .1 N - N DS
7,5 95
Volume de inje¢@o 25 uL
Tempo de corrida 7,5 min
Fluxo de injecao 0,500 mL/min
Transi¢gOes de massas 72>55; 72>44; 72>25
Detetor MS/MS

Modo de separagdo

Fase Reversa

2.2.7.  Extracao em Fase Sdlida (SPE)

A extragdo em fase solida foi introduzida em 1976 para suprir as desvantagens apresen-
tadas pela extracdo liquido-liquido e, hoje, ¢ o método mais popular e utilizado diariamente
para preparagdo de amostras, consiste na parti¢do do analito entre duas fases, uma estacionaria
¢ a matriz da amostra liquida [36].

Existem duas estratégias que podem ser adotadas, uma quando o analito se encontra em
concentragdes baixas ou os interferentes apresentam polaridades distintas, e neste caso, a subs-
tancia de interesse deve apresentar maior afinidade para a fase estacionaria, comparativamente
a solucdo em que esta veiculada, para que possa ser removido do cartucho numa etapa seguinte
de eluicdo, recorrendo a um solvente adequado, contrariamente, quando o analito se encontra
em concentragdes altas os interferentes da matriz devem ser adsorvidos fazendo com que o
analito em interesse passe pelo cartucho sem ser retido. Os eluatos obtidos por este processo
sdo frequentemente evaporados a secura sob uma corrente de gés inerte e aquecimento contro-
lado, e o residuo € refeito num pequeno volume de solvente organico compativel com a meto-
dologia de andlise a executar [37].
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A principal evolucdo da extracdo em fase solida comparativamente a extrac¢ao liquido-
liquido convencional ¢ a capacidade de aumentar seletivamente a concentracdo do analito, o
que leva a altas taxas de recuperagdo do mesmo, no entanto este método extrativo acarreta
algumas desvantagens como o tempo elevado de andlise, os altos custos dos cartuchos e dos
dispositivos comerciais multivias, manifold, a dificuldade na selecdo do sorvente adequado e
o facto de os cartuchos serem de utiliza¢do unica, visto que estes t€ém uma baixa reprodutibili-
dade de lote para lote de cartuchos [38].

Etapas de um procedimento de extracdao de fase sdlida

Condicionamento (A): realizado pela passagem sequencial de pequenos volumes de solven-
tes, selecionados de acordo com a fase estacionaria e a natureza matricial da amostra a extrair.
Este processo prepara a fase estaciondria para a interagdo da amostra com os seus componentes,
com vista a promover a reprodutibilidade das condi¢des de retencao dos analitos [39].

Retenc¢do do analito (B): a passagem da amostra através da fase estacionaria resulta na reten-
cdo dos compostos presentes para os quais exista afinidade, nomeadamente as substancias de
interesse e eventuais interferentes ou componentes da matriz [39].

Lavagem (C): apds a passagem do volume especificado de amostra, um volume de solvente
da mesma natureza ¢ carregado através do cartucho com o objetivo de arrastar substancias da
matriz fracamente adsorvidas a fase estacionaria [39].

Eluiciao (D): o cartucho ¢ atravessado por um solvente para o qual os compostos apresentam
afinidade, tendo a capacidade de captar e solubilizar os analitos adsorvidos a fase sélida, com
as moléculas de interesse a serem recolhidas no eluato [39].

Tipicamente, um cartucho ¢ formado por um tubo de polipropileno contendo cerca de 50
a 500 mg de sorvente, com 30 a 60 um de tamanho de particula, fixado no tubo por meio de
dois filtros com um determinado tamanho de poros. O cartucho Oasis MCX contem 150 mg de
sorvente, sendo este um co polimero novo que foi otimizado para alcangar uma maior seletivi-
dade e sensibilidade na extragdo de compostos basicos com grupos de troca cationica, consti-
tuido por particulas do tamanho de 30 pm. Os poros dos filtros tém um tamanho de SOA.

Adicao da amostra Adicao de agua acidifi- Descarte do cartucho com os
(Mistura de cor verde) cada interferentes retidos

] n

Condicionamento do car- Adsor¢do da amostra ao Elui¢do da acrilamida
tucho com metanol e sorvente do cartucho
4gua acidificada

Figura 2.8 - Esquema do funcionamento da extragdo em fase sélida para amostras que contenham acrilamida
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2.3. Valida¢ao do método analitico da quantifica-
cao de acrilamida

O desenvolvimento, adaptagdo e implementagdo de um método conhecido envolve uma
avaliagdo de modo a estimar a sua eficiéncia na rotina do laboratorio, processo designado por
validag@o. Aquando do método escolhido, este passa a estar validado se as caracteristicas as-
sociadas estiverem de acordo com os pré-requisitos estabelecidos, ou seja, a validagao deve
avaliar a relacdo entre os resultados experimentais e a legisla¢do aplicada ao método analitico.

O objetivo da validagdo do método analitico da quantificagdo de acrilamida ¢ demons-
trar que o mesmo ¢ adequado para o seu propoésito, ou seja, a validagdo visa garantir a qualidade
dos resultados analiticos, conferindo-lhes rastreabilidade, comparabilidade e confiabilidade
para a tomada de decisdes.

2.3.3. Planeamento da Valida¢ao do Método Analitico

Para a realizacdo do planeamento e respetiva execucdo da validagdo de um procedi-
mento analitico deve-se primeiro classifica-lo de acordo com os seguintes critérios, represen-
tados na tabela 2.2.

Tabela 2.3 - Classificagdo dos ensaios em fung¢do da sua finalidade.

Determinagao do principio ativo, aplicado a
medicamentos veterindrios, matérias-pri-
mas, produtos para alimenta¢do animal e

matrizes de origem bioldgica.

Ensaios limite e determinagdo de impurezas

I e produtos de degradacdo em medicamentos

veterindrios e matérias-primas.
Testes de desempenho, como por exemplo

111 dureza, friabilidade, viscosidade, entre ou-
tros.
Testes de identificacdo para ingrediente
10Y ativo, exemplificando pode ser feito através

de espectroscopia no infravermelho.
v Determinagdo de tragos de farmacos em ra-
¢do, exemplo contaminag¢do cruzada.

De acordo com a classificagdo acima descrita a validagdo do método para a quantifica-
cdo de acrilamida nos alimentos enquadra-se na categoria I, e como tal sera atribuido os para-
metros minimos de desempenho analitico, que serdo estudados no capitulo seguinte, e devem
ser determinados em funcdo da sua categoria. A seguinte tabela indica os respetivos pardmetros
a serem estudados em cada categoria.
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Tabela 2.4 - Parametros a serem estudados na validagdo do método analitico em fungdo da sua categoria
atribuida. *Pode ser necessdrio, dependendo da natureza do teste especifico.

Seletividade Sim Sim Sim * Sim Sim
Linearidade Sim Sim Nao & Nao Sim
Precisao Sim Sim Nao Sim Nao Sim
Limite de Detecao & Nao Sim & Sim Sim
Limite de Quantificacido * Sim Nao * Nao Sim
Veracidade/Recupera- Sim Sim * * Nao Sim
¢ao

Robustez Sim Sim Sim Nao Nao Sim

A validagdo deve ser sempre considerada quando se desenvolve ou efetua adaptagdes a
metodologia ja validada, fazendo com que o processo de revalidagdo do procedimento analitico
seja ativado aquando de mudancgas na composi¢ao do produto final, que possam interferir na
resposta do procedimento analitico, ou de alteracdes nos proprios procedimentos analiticos
e/ou especificagdes dos insumos, instrumentos ou equipamentos [40].

O processo de validacdo envolve o estudo de parametros por avaliacdo direta e por
avaliagdo indireta. A avaliagdo indireta engloba a especificidade ou seletividade, curvas de
calibracgdo, limites analiticos, sensibilidade, reprodutibilidade, repetibilidade, precisdo intermé-
dia e robustez. A avaliacdo direta envolve a avaliacdo da exatiddo, que foi realizado através de
Material de Referéncia Certificado (MRC).

2.34. Especificidade / Seletividade

O principal objetivo em testar os pardmetros especificidade e seletividade é perceber se
existem interferéncias no método analitico e a sua influéncia sob os resultados finais, pois as
matrizes alimentares contém interferentes que podem afetar o desempenho da quantificagao da
acrilamida [41] [42].

A seletividade baseia-se na capacidade de um método identificar e distinguir um analito
em particular numa mistura complexa, sem a interferéncia dos outros componentes. O termo
especificidade aplica-se quando o método permite discriminar o analito em particular relativa-
mente aos interferentes [42] [41].

De modo a avaliar as interferéncias devera ser realizado um teste de recuperagao utili-
zando uma série de amostras, com a mesmas matriz, em que apenas varia a concentra¢dao do
analito em propor¢des conhecidas e inserido na gama de trabalho. E de notar que as amostras
devem ser analisadas em duplicado e em condi¢des de repetibilidade [41].
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Em suma, um método analitico pode ser considerado especifico e seletivo, ou seja, apli-
cavel em rotina quando na pratica se verificar que as taxas de recuperacdo se enquadram nos
critérios de aceita¢do pré-definidos pelo laboratorio de 60-140% , preferencialmente entre 70
a 120%. A equagdo para calcular a taxa de recuperagdo encontra-se abaixo.

Equagdo 2.1 - Taxa de Recuperacdo

C,—C
M 100%
Cad

% Recuperagdo =

Onde,

Cr = Concentragdo medida apos a fortificagdo da matriz branca;
C,s = Concentragdo medida na matriz branca ndo fortificada;
C,q = Concentracao do analito puro adicionado a matriz branca.

2.3.5. Curvas de Calibra¢ao

A calibragdo, em andlises quantitativas, indica um processo pelo qual a resposta de um
sistema de medida se relaciona com uma concentracdo ou uma quantidade de substancia co-
nhecida. Deve ser sempre efetuada aquando da andlise, devendo existir critérios para a aceita-
¢do das curvas de calibragdo relativos a linearidade e a estabilidade entre calibra¢des definidos
internamente. A gama de concentragdes das curvas de calibracdo deve contemplar toda a faixa
de trabalho da rotina didria do laboratério, e deve ser feita através de, pelo menos, 5 pontos
homogeneamente distribuidos na reta (= 5 pontos) [41] [40].

O procedimento para a constru¢do das curvas de calibragdo para o processo analitico
esta representado no fluxograma abaixo.

Preparagio de uma série de solugdes padrao, onde
a concentragdo de acrilamida a dosear é conhecida

$

Medir as solugdes padrao preparadas no equipamento
analitico, em condi¢Ges iguais das amostras a analisar

$

Construcao do grafico da curva de calibrag¢ao, com a
resposta do equipamento em fungido da concentragio

Determinar a concentrag¢ao de acrilamida nas
amostras, por interpolagao das retas

Figura 2.9 - Fluxograma alusivo ao procedimento da construgdo das curvas de calibragdo.
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2.3.6. Precisao

A precisdo ¢ um termo geral que pretende avaliar a dispersdo de resultados entre ensaios
independentes, repetidos sobre uma mesma amostra, em condigdes definidas, de modo a mini-
mizar os efeitos de matriz. Existem duas medidas extremas para avaliar esta dispersdo, desig-
nadas por repetibilidade e reprodutibilidade, e uma intermédia, denominada de precisdo inter-
média. Convém referir que geralmente a precisdo varia com a gama de concentragdes.

2.3.7. Reprodutibilidade

A reprodutibilidade do método analitico apenas poderia ser validada com a participagao
de um ensaio interlaboratorial colaborativo, pois o equipamento serd sempre 0 mesmo, 0s ope-
radores e a época ndo influenciam o resultado final.

O objetivo principal da reprodutibilidade ¢ averiguar a precisdo de um método sobre
diferentes condi¢des de trabalho, o que ndo tem relevancia na validagdo do método de quanti-
ficacdo de acrilamida por ser efetuado num laboratoério de andlises, uma vez que a intengao ¢é
implementar o método apenas no laboratério estudado, com o mesmo equipamento e pouca
variagdo nas condi¢des experimentais ao longo do tempo [42].

2.3.8. Repetibilidade

A repetibilidade traduz a precisdo de um método de ensaio efetuado nas mesmas con-
di¢des experimentais, mesmo laboratdrio, analista, reagentes, equipamentos, € num curto in-
tervalo de tempo [41]. Para além disso, também se expressa através da dispersao de resultados
e para ser determinada sdo exigidos, no minimo 10 ensaios.

O limite de repetibilidade ¢ um dos pardmetros que caracteriza a repetibilidade e ¢ o
valor maximo admissivel para a diferenca absoluta entre dois ensaios em condi¢des de repeti-
bilidade, para um nivel de confianca de 95% [42].

r=28 X /sn-z

S,y = Desvio padrao de repetibilidade, para cada nivel i de concentragdo.

Equagéo 2.2 - Limite de repetibilidade

Onde,

Na pratica aceitam-se os resultados de duas determinagdes efetuadas em condig¢des de
repetibilidade se a diferenca entre os dois resultados consecutivos se situar abaixo do limite de
repetibilidade. Caso a amplitude entre os dois ensaios seja superior ao limite, dever-se-a, numa
primeira fase, fazer uma analise critica e, caso seja necessario, recorrer a repeticao dos ensaios
segundo um plano assente em dados bibliograficos ou normas [41] [42].

O coeficiente de variacao de repetibilidade para cada nivel de concentragdes, expresso
em percentagem, ¢ dado por:
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Equag&o 2.3 - Coeficiente médio de variagdo para a repetibilidade

Sti s 100%

v, =

Onde,

X = Média dos valores considerados.

2.3.9. Precisao Intermédia

A precisdo intermédia foi avaliada num contexto intralaboratorial, sobre amostras idén-
ticas e variando apenas o tempo durante a precisdo avaliada, mantendo, assim, certas condi¢des
tais como os equipamentos, o analista e o0 método de preparagdo das amostras. E a medida de
precisdo mais valorizada para a representatividade da variabilidade dos resultados dentro do
mesmo laboratdrio.

De modo a determinar a precisdo intermédia de um método, € necessario efetuar n me-
di¢des em replicado, duplicado ou num ensaio unico, sobre a amostra selecionada e nas condi-
coes pré-definidas [41].

A precisdo intermédia pode ser expressa quantitativamente através da seguinte equa-

¢ao:
Equacéao 2.4 - Precisdo Intermédia
S e B O )2
precisao — t(n-1)
Onde,

Sprecisio = Desvio padrdo associado a precisdo intermédia;

t = nimero de amostras ensaiadas;

n = nimero de ensaios efetuados por amostra, exemplo duplicado;

J = numero da amostra, que vai de 1 a t amostras;

k = numero do resultado obtido para a amostra j, que vai de 1 a n ensaios;

Yjk = resultado individual, k, para a amostra j, que vaide 1 a t;

y; = representa a media aritmética dos resultados da amostra j, que vaide 1 a t.

2.3.10. Limites Analiticos

Os limites analiticos podem ser calculados através de diversas formas, sendo sugerido
posteriormente as estudadas. Os limites sdo designados como limite de dete¢do e limite de
quantificagdo, e devem ser atualizados sempre que ocorrem alteragdes que afetem o resultado
final, tais como, reagentes, equipamento, método extrativo [41].
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Limite de Detecdo (L.D.)

O conceito de limite de dete¢do, num modo qualitativo, representa a concentragdo mi-
nima possivel de distinguir de uma amostra banco, ou seja, de uma amostra que ndo contenha
acrilamida e que seja da mesma matriz. Na pratica, o LD ¢ o teor minimo medido, a partir do
qual € possivel detetar a presenca do analito, com uma estatistica razoavel, qualquer resultado
de acrilamida, possivel de detetar, que se situe abaixo deste limite ndo significa, necessaria-
mente, a auséncia da mesma, pode indicar com uma probabilidade inferior que o resultado se
encontra abaixo da gama possivel de analisar [41] [40].

Em termos quantitativos o limite de detecdo pode ser obtido através da expressdo re-
presentada abaixo, assumindo uma distribui¢cdo normal dos erros e um nivel de confianca de
cerca de 99,7%, temos que:

Equagdo 2.5 - Limite de Detegdo

[3,3 XSy/x]

Limite de Detegdo (L.D.) = —

Onde,

Sy /. corresponde ao desvio padrao residual da curva de calibragdo associada;

b, corresponde ao declive da curva de calibracdo associada.

Limite de Quantificagdo (L.Q.)

O conceito de limite de quantificacdo passa pela dete¢do da menor concentracdo de
acrilamida a partir do qual ¢ possivel quantificar a mesma, ou seja, em termos praticos corres-
ponde normalmente a menor concentragao da curva de calibragdo, excluindo a amostra branco.

Este teste deve ser repetido para testar se os parametros precisdo e exatidao sdo alcan-
cados com sucesso, obtendo resultados concordantes [40] [41].

Quantitativamente o limite de quantificagdo ¢ calculado através da seguinte expressao:

Equagédo 2.6 - Limite de Quantificagdo

[roxsy, |

Limite de Quantificagio (L.Q.) = .

2.3.11. Robustez

A robustez de um método de ensaio mede a sensibilidade que este apresenta face a
pequenas variagcdes. Um método diz-se robusto se se revelar praticamente insensivel a peque-
nas variagdes que possam ocorrer quando este esta a ser executado.

Esta sera a ultima fase de validagdo do método, portanto, a robustez pode ser testada
nas mesmas condigdes estabelecidas na precisdo intermédia, ou seja, variando apenas o tempo
durantes os testes de robustez, visto que as restantes condi¢des se manterdo constantes ao longo
do tempo. Por fim, devera ser feita uma andlise final aos resultados obtidos de modo a concluir
se o método ¢ considerado robusto [41]
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2.3.12. Exatidao

A avaliacdo direta tem em vista conhecer a exatidao dos métodos de ensaio através da
concordancia entre o valor de referéncia, considerado como verdadeiro, e o resultado obtido
pela analise. Pode ser validado por materiais de referéncia certificados, ensaios interlaborato-
riais ou testes comparativos.

A exatiddo esta diretamente relacionada a erros sistematicos e aleatorios, quando apli-
cada a um conjunto de resultados de ensaio.

A avalia¢do do parametro através dos materiais de referéncia certificados (MRC) foi
efetuada pela determinacdo da concentragdo de acrilamida, com uma incerteza associada ao
valor. Os MRC devem ser adquiridos a um fornecedor credivel e reconhecido, onde seja atri-
buido valores certificados com as respetivas incertezas, de modo a estabelecer a rastreabilidade
das medicdes quimicas e permitir controlar a exatiddo do método de andlise em questao.
Aquando da andlise do MRC, se o valor obtido ndo se encontrar no intervalo respetivo a incer-
teza, o laboratdrio devera procurar a origem da causa e tentar corrigi-la ou aceité-la.

2.3.13. Efeito Matriz

A verificagdo do efeito matriz ¢ um dos parametros mais importante para a validacdo e
implementagdo de um método analitico na rotina do laboratério, porque pode existir medi¢des
ndo exatas do analito de interesse. O efeito matriz estd diretamente associado a espectrometria
de massa em tandem na analise a matrizes bioldgicas e acontece quando existe a presenca de
substancias que coeluem com o analito de interesse e provocam uma altera¢@o na eficiéncia da
ioniza¢do do aparelho cromatografico, esta alteragdo ndo ¢ percetivel no cromatograma, no
entanto tem um efeito prejudicial na sensibilidade e seletividade, pondo em causa a precisao,
exatiddo e robustez do método em questdo [43].

De acordo com as caracteristicas do aparelho cromatografico e, consequentemente, do
ambiente em que a ionizagdo ¢ efetuada, a eficiéncia da ionizagdo, procedente da competitivi-
dade entre o analito de interesse e as moléculas interferentes, pode ser diminuida aquando da
supressao de ides, ou ser aumentada, quando existe a intensificacdo dos mesmos [44].

O efeito matriz pode ser avaliado através do método de adi¢dao pos-extragcdo ou pelo
método de infusdo pds-coluna, sendo que o método eleito para o calculo do efeito matriz foi o
método de adicdo pds-extracdo, que se baseia na comparacdo entre as amostras com padrdo
adicionado apds a extracdo e a solugdes com o analito de interesse em solvente, ambas com
concentragdes conhecidas e semelhantes [44].

A diferenca entre a resposta da matriz com a adi¢do de padrdo apds a extragdo e da
solu¢do com o analito em solvente, com concentracdo semelhante, dividida pela area do pico
cromatografico da solu¢do em solvente determina o grau do efeito matriz que ocorre na acrila-
mida nas condi¢gdes cromatograficas do laboratorio, como € representado na equacao seguinte.
O valor ideal do efeito matriz ¢ de 0%, que representa a auséncia completa dos efeitos matri-
ciais, valores que situem abaixo deste indicam a supressdo dos ides e percentagens positivas
indicam a intensificagdes dos ides [43].

Equagdo 2.7 - Efeito Matriz Percentual

Area do pico da amostra —Area do pico da solu¢io em solvente

EM (%) = X 100

Area do pico da solugio em solvente
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2.4. Procedimento Experimental

Para eleger o procedimento experimental mais adequado, com uma taxa de recuperagao
aceitavel e pratico para rotina de laboratdrio, foi realizado um estudo prévio de varios artigos
de modo a comparé-los e atingir os objetivos supramencionados.

Estudaram-se um conjunto de catorze artigos cientificos onde foram analisadas as ca-
racteristicas mais relevantes para a sele¢cdo do método analitico, tais como o limite de detecao
e de quantificacdo, a taxa de recuperagdo, as matrizes correspondentes e 0 método de extragao,
especificando se era aplicado a extragdo em fase solida.

Na tabela 2.4. sdo apresentados os artigos que melhor se poderdo adaptar a rotina do
laboratorio em questdo, foram enumerados os catorze artigos, para facilitar a correspondéncia
a posteriori com os parametros analisados, indicando os respetivos autores e o ano de publica-
c¢do do artigo.

Tabela 2.5 - Enumeragédo dos artigos cientificos estudados, evidenciando os respetivos autores e o a ano
publicado (Parte 1/ 2).

N°§ Titulo do Artigo 5 Autores Ano

" Antun Jozinovic, Bojan Sarkanj, Durdica Ackar,

| “Simultaneous determination of acrylamide | i Jelena Panak Balentic, Domagoj Subaric, Tanja !

1 “and hydroxymethylfurfural in extruded prod-

ucts by LC-MS/MS Method [45]" Cvetkovw Jasmina Ranilovic, Suncica Guberac,

Jurislav Babic

1 2019

“Acetone extraction and HPLC determination:

of acrylamide in potato chips [46]” F Khoshnam, B. Zargar, N. Pourreza, H. Parharni 2009

'“Determination of acrylamide in food using a: Demetrls Kafouris, Georgios Stavroulakis, Maria
 UPLC-MS/MS method: results of the offi czal Christofidou, Xenia lakovou, Eftychia Christou, |

control and dietary exposure assessment in ' Lefkios Paikousis, Maro Christodoulidou, Eleni 2018
E Cyprus [47]” E loannou-Kakouri & Stelios Yiannopoulos

“Study of acrylamide in coffee using an im-

i proved liquid chromatography mass Spec- ;

4 | trometry method: Investigation of colour Hamide Z. Senyuva & Vural Gokmen 1 2005
changes and acrylamide formation in coffee 5
| during roasting [48]” |
i“An improved method validation for rapid de-i :

i termination of acrylamide in foods by ultra- | Yu Zhang, Jingjing Jiao, Zengxuan Cai, Ying !

5. L : . ;2006
i performance liquid chromatography com- Zhang, Yiping Ren ;
bined with tandem mass spectrometry [49]”

i "Acrylamide concentrations in grilled food- ;
'stuffs of Turkish kitchen by high performance: Olcay Kaplan, Gokce Kaya, Cemile Ozcan, Mu- |
6 " . . 12009
. liquid chromatography-mass spectrometry harrem Ince, Mehmet Yaman :
: [50]" i .

7 "Analysis of Acrylamide, a Carcinogen Eden Tareke, Per Rydberg, Patrick Karlsson, 2002
Formed in Heated Foodstuffs [51]" | Sune Eriksson, Margaret Tornqvist |

"Determination of Acrylamide in Portuguese Susana Jesus, Inés Delgado, Andreia Rego, Car-
8 | Bread by UPLC-MS/MS: Metrological and ' los Brandio, Rui Galhano dos Santos, Jodo Bor-: 2018
' Chenometric tools [52]" i dado, Isabel Castanheira :

i"Quantitation of Acrylamide in Food Samples' 5
9 ‘on the TSQ Quantum Discovery by LC- APCI— Kevin J. McHale, Witold Winnik, Gary Paul, : 2009
i MS/MS [53]" ;
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Tabela 2.4. - Enumeragdo dos artigos cientificos estudados, evidenciando os respetivos autores e o a ano
publicado (Parte 2/ 2).

Titulo do Artigo . Autores . Ano
"Quantitation of Acrylamide in Food Samples: !

9 ion the TSQ Quantum Discovery by LC—APCI—E Kevin J. McHale, Witold Winnik, Gary Paul, 2009
' MS/MS [53]" ' '
i"Quantitative analysis of acrylamide in tea byi 5

10 \ liquid chromatography coupled with elec- ' Jie Liu, Ganghua Zhao, Yuan Yuan, Fang Chen, ! 2007
| trospray ionization tandem mass spectrome- Xiaosong Hu i
: try [54]" j :

"An improved LC-MS/MS method for the | . |

11 quantitation of acrylamide in processed foods: Cheong Tac Kim, EuI{S;m Hwang, Hyong Joo 1 2005
5 [55]" 5 :

5 Liquid chromatography coup lec{ fo tandem ' E. Bermudo, E. Moyano, L. Puignou, M.T. Gal- :

12 : mass spectrometry for the analysis of acryla- ceran + 2008

mide in typical Spanish products [56]" '
"Determination of acrylamide in potato chips' . 5
i . . . i Vural Gokmen, Hamide Z. Senyuvab, Jale |
13 | and crisps by high-performance liquid chro- | 1 2004
! " : Acara, Kemal Sarioglu !
| matography [57]
"Quantification of acrylamide in various bel- :
I gian potato products using solid phase ex- | Caroline Douny, Joélle Widart, Guy Maghuin- ! 2012

i traction and liquid chromatography tandem | Rogister, Edwin De Pauw, Marie-Louise Scippo !

mass spectrometry detection [58]"

De seguida, considerou-se necessario mencionar as matrizes analisadas em cada artigo,
bem como o método de extracdo que se aplicou, pois este varia consoante a complexidade e as
caracteristicas das matrizes em questao.

Tabela 2.6 - Matrizes analisadas nos respetivos artigos cientificos estudados (1/2).

N° Matrizes analisadas
1 Graos de milho, subproduto da industria da cerveja, polpa de beterraba, residuo de maga e
pectina
2 Batatas fritas
3 Batatas fritas, café, pao estaladico, cereais de pequeno-almogo
4 Café torrado
5 Batatas fritas
6 Hamburguer de vaca grelhado, hamburguer de frango grelhado, batatas fritas, bolachas,
café
7 Centeio, aveia, pao, batatas fritas
8 Pao de aveia, pao de centeio, e pao de grao integral
9 Cereais e Batatas fritas
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Tabela 2.7 - Matrizes analisadas nos respetivos artigos cientificos estudados (2/2).

N° Matrizes analisadas

10 Cha de diversos sabores

11 Arroz, pao, milho frito, batatas fritas, bolachas, doces e café

12 Batatas fritas tradicionais, palmiers, folhados, pao a base de 6leo, torrdes, polvorones,
rolled wafers, churros, frutas desidratadas, azeitonas, tortilla espanhola

13 Batatas fritas (crisps, chips e fries)

14 Batatas fritas, batatas fritas onduladas, batatas cortadas ¢ batatas aos cubos

Tabela 2.8 - Método de extragdo para cada artigo cientifico estudado.

NO
Método de extracio
1 Extragdo com metanol, e a amostra ¢ tratada com as solugdes Carrez I e Carrez 11
2 Extragdo com hexano e posterior adicao de acetona
3 Adi¢do de 4gua, e depois extragdo SPE, com cartuchos Multimode e ENV+
4 Extragdo com metanol, adi¢do das solu¢des Carrez I e Carrez I e depois com purificacio
com SPE, utilizacao do cartucho OASIS HLB
5 Extragdo com uma solucao aquosa de cloreto de sodio, e posteriormente com acetato de
etilo. Depois purificagdo com SPE, cartucho OASIS HLB

Amostra tratada com as solu¢des Carrez I e Carrez I1. Extracdo com uma solugdo aquosa

6 .. »
de 4cido acético (0,2mM)
7 Extracdo com agua e depois com SPE, com cartucho Isolute Multimode
3 Extragdo com uma solucao aquosa de acido formico (0,1%) e depois com SPE, com car-
tucho OASIS HLB
9 Extragdo aquosa
10 Extracdo com agua, acetonitrilo e sais, e posteriormente com SPE, cartucho C18
11 Extracdo com agua e posteriormente SPE, com cartucho C18
12 Extracdo com agua, adi¢do das solu¢des Carrez I e Carrez Il e, posteriormente, SPE com
cartuchos ENV+: C18 ou C8

Tratamento da amostra com metanol, posteriormente com as solugdes Carrez I e 11, eva-

13 ~ L . . ; ~
poracao total e adi¢do de 4gua, e depois purificagdo comSPE

14 Extracdo com dgua e purificagdo através do SPE, com cartuchos OASIS HLB
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Posteriormente a analise individual de cada artigo da tabela, iniciou-se a sua analise
através da comparag@o dos limites analiticos, pois este ¢ um parametro chave na validagao do
método. E importante ter em conta que alguns artigos ndo indicam limites analiticos e, por esta
razao, nao serdo representados os respetivos valores na figura 2.10., tendo sido, para cada um
dos artigos, destacado o limite de detegc@o e o limite de quantificacao.

25 n @®L0D

LoQ

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Autores

Figura 2.10 - Limite de detegdo e de quantificagdo para cada artigo cientifico.

Pela figura 2.10. pode-se concluir que dos catorze artigos apenas dois deles, o terceiro
e o décimo quarto, apresentam limites analiticos ligeiramente superior aos restantes porque as
matrizes das amostras em questdo nos respetivos artigos sdo mais complexas, nomeadamente
batatas fritas, e sdo utilizadas fortificadas mais concentradas, o que aumenta consequentemente
a gama de trabalho e os limites. O artigo 7 ndo apresenta limite de quantificagdo, o artigo 9
limite de detecdo, e o artigo 8 ndo apresenta nenhum dos dois limites. A tabela com os valores
especificos dos limites representados na figura acima, encontram-se em anexo.

De modo a relacionar cada artigo e respetiva matriz com os métodos extrativos aplica-
dos, foi elaborado um grafico onde os dados do gréafico da figura 2.11. cruzam com o método
de extracdo em fase sélida (SPE), ou seja, para cada artigo ¢ indicado os limites analiticos e se
utiliza SPE ou nao.

60
50 Sem SPE Com SPE
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40
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go 30 LOQ LOD
20 °
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Autores

Figura 2.11 - Limites analiticos e extragdo em fase sélida para cada artigo cientifico estudado.
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E possivel verificar logo a primeira vista que a maioria dos artigos estudados utilizam
a técnica SPE, conseguindo atingir as gamas mais elevadas para os limites analiticos e também
as mais baixas, logo adequa-se muito bem a varias matrizes, enquanto os artigos que nao utili-
zam SPE possuem limites de detecdo e de quantificagdo baixos, e com um intervalo entre eles
pequeno.

Na figura 2.12. as taxas de recuperagdo sdo comparadas dos diferentes artigos analisa-
dos, visto que ¢ um parametro importante para a sele¢do do método adequado. Pode-se concluir
através da analise do grafico que as taxas de recuperacdo se encontram dentro dos limites que
sdo considerados validos pelo laboratorio, limite inferior de 70% e limite superior de 120%, e
é obtida uma média de recuperagdo de 94%. E de salientar que os artigos 9, 12 ¢ 14 ndo apre-
sentam taxas de recuperagdo, e por isso, estas ndo se encontram representadas graficamente.
Os valores especificos das taxas de recuperagdo de cada artigo encontram-se na tabela em
anexo.

140

120 == o= o= o o - e e - = ——— = -

100 A B o - °

80 =
NS e e e e e e e e - = -
60

40

20

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Autores
Figura 2.12 - Taxa de recuperagéo para cada artigo cientifico.

E possivel relacionar também as taxas de recuperagio com a extragdo em fase sélida,
sendo as marcas verdes correspondentes a utilizagdo da técnica SPE e as a vermelho os artigos
que ndo aplicam este método extrativo. Dos trés artigos que ndo utilizam SPE ¢ obtida uma
média da taxa de recuperacao de 93% e dos oito artigos com SPE a média ¢ de 95%, aproxi-
madamente. Verifica-se que as marcas a verde atingem valores de recuperagcdo mais elevados,
e também os mais baixos, € possuem uma média de recuperagdo superior a média dos catorze
artigos analisados.
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Figura 2.13 - Taxa de recuperagéo e extragdo em fase sélida para cada artigo cientificos estudado.
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Em suma, todos os artigos pré-selecionados apresentam taxas de recuperacao aceitaveis
e limite analiticos semelhantes, por tanto, a elei¢do do procedimento experimental final baseou-
se na aplicacdo do mesmo na rotina de laboratério tendo em conta os custos associados tal
como o tempo de preparacao da amostra, e os resultados cromatograficos obtidos.

De modo a otimizar o procedimento experimental e adequé-lo as condi¢des laboratori-
ais, foram analisadas em primeiro algumas amostras de acordo com a especifica¢do técnica de
servico em vigor, que estd esquematizada na figura 2.14.

Pesar 1g +0,01g da amostra para um
tubo de centrifuga de 50mL

\ g

Adicionar 5 mL de n-hexano a cada
amostra

p.

Adicionar 10 mL de agua + 100 pL de acido for-
mico (solucio de 0,1% acido férmico)

p.

Levar as amostras ao agitador Multi
Reax vor 5 min a velocidade 9

p.

Adicionar 10 mL de agua + 100 pL de acido for-
mico (solucio de 0,1% acido férmico)

p.

Adicionar a cada amostra o Kit 1 Quechers (4g sulfato
de magnésio + 1g cloreto de sédio)

p.

Levar as amostras ao agitador Multi
Reax por 5 min a velocidade 9

¥

Centrifugar as amostras por 5 min a
5000rpm

\ 4

Retirar a fase do n-hexano, fase me-
nos densa, de cada amostra

$

Retirar da fase do acetonitrilo, rica em acrilamida,
0s volumes necessario para anailise

¥

Transferir a amostra para um vial
para ser analisado no UPLC-MS/MS

Figura 2.14 - Procedimento experimental em vigor no laboratério antes do estudo (Parte 1/2).
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Com os resultados cromatograficos obtidos foi possivel verificar que o método de ex-
tracdo com acetonitrilo ndo ¢ muito eficaz, ndo sendo detetado o pico cromatografico da acri-
lamida pela analise por UPLC-MS/MS, e como tal foram testados alguns dos artigos apresen-
tados anteriormente para eleger o mais apropriado. Os artigos 6, "Acrylamide concentrations
in grilled foodstuffs of Turkish kitchen by high performance liquid chromatography-mass spec-
trometry", e 8, "Determination of Acrylamide in Portuguese Bread by UPLC-MS/MS: Metro-
logical and Chenometric tools", foram os artigos onde se obteve melhores resultados nas con-
di¢des do laboratério e podem ser adaptados com facilidade, sendo, por tanto, os procedimen-
tos experimentais adaptados, e estdo ilustrados nas seguintes figuras.

Pesar 1g +0,01g da amostra para um
tubo de centrifuga de 50mL

$

Adicionar 0,1mL (100pnL) das solugdes
Carrez I e Carrez II a cada amostra

$

Adicionar 9,8mL de uma solugdo aquosa
de dcido acético de concentrag¢io 0,2mM

¥

Levar as amostras ao agitador Multi
Reax por 5 min a velocidade 9

Centrifugar as amostras por 10 min a
5000rpm

4

Se o sobrenadante ficar com muitas particulas em suspensao,
filtrar 0 mesmo com um filtro de seringa de 0,45 pm

¥

Transferir a amostra para um vial
para ser analisado no UPLC-MS/MS

Figura 2.15 - Procedimento Experimental com extragdo por Carrez.

Pesar 2g +0,01g da amostra para um
tubo de centrifuga de 50mL

¥

Adicionar 20mL da solu¢do aquosa de
acido férmico (0,1%)

¥

Agitar a amostra num misturador Multi
Reax por 10/15 min

Centrifugar as amostras por 10/15
min a 5000rpm

Condicionar os cartuchos SPE com 3,5 mL de metanol e
equilibrar com 3,5 mL de dgua acidificada

Figura 2.16 - Procedimento experimental com extragéo por SPE. (1/2)
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Carregar com 1,5 mL da amostra e eluir com 3mL de agua acidificada para um
baldo de 10 mL, tendo o volume sido perfazido com a dgua acidificada

¥

Se o sobrenadante ficar com muitas particulas em suspensio,
filtrar 0o mesmo com um filtro de seringa de 0,45 pm

$

Transferir a amostra para um vial
para ser analisado no UPLC-MS/MS

Figura 2.17 - Procedimento experimental com extracdo por SPE. (2/2)

Foram eleitos dois procedimentos experimentais, visto que a andlise de certas matrizes
mais complexas, como as batatas fritas, com a extracao pelas solu¢des Carrez ndo eram efica-
zes, e sendo a técnica SPE, uma técnica bastante aplicada a este tipo de amostras, sera efetuada
uma validagdo para os dois procedimentos.

O procedimento experimental com a utilizacdo das solugdes Carrez foi adaptado do
artigo 6, alterando o vortex para um agitador Multi Reax e a centrifugacao ¢ efetuada a tempe-
ratura ambiente, conseguindo obter bons resultados. O segundo procedimento experimental,
que utiliza a extragdo em fase sélida, foi baseado no artigo 8 compilando a parte da agitagao,
no vortex e no agitador oscilante durante 30 minutos, em 10 min num agitador Multi Reax. Em
ambas as metodologias, as amostras foram analisadas por cromatografia liquida de ultra efici-
éncia acoplada a espectrometria de massa em fandem (UPLC-MS/MS).
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3.
MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo vao ser abordados os materiais utilizados durante todo o processo bem
como a parte explicativa de todo o método.

3.1. Materiais
3.1.1. Preparacao da amostra

No desenvolvimento e realizagdo da etapa de preparacdo da amostra os materiais e
equipamentos utilizados foram: material de vidro corrente num laboratério de quimica, como
por exemplo baldes volumétricos, funis, pipetas, copos, etc; moinhos trituradores, da marca
Retsch e modelos GM 200 e GM 300; tubos falcon de plastico de 50mL; balanca analitica da
marca VRW, com precisdo de 0,1mg; micropipetas da marca Eppendorf, calibradas externa-
mente, com capacidades 1:10uL, 10:100 pL e 100:1000 uL; agitador de tubos, com movimento
de agitacdo de vibragdo da marca MultiReax; centrifuga de mesa da marca Hettich e do modelo
Universal 320; manifold da extragdo em fase s6lida da marca Waters; bomba de vacuo da marca
VWR; cartuchos para a extra¢do em fase solida da marca Waters e modelo Oasis HLB; seringas
descartaveis; filtros com membrana de polipropileno com poros de dimensao de 0,45 um da
marca VWR.

Figura 3.1 - Moinho triturador GM 300. Figura 3.2 - Balanga analitica. Figura 3.3 - Moinho triturador GM 200.
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Figura 3.6 - Micropipeta 1000 uL  Figura 3.5 - Micropipeta 100 pL.  Figura 3.4 - Micropipetas 10 uL.

Figura 3.8 - Filtros 0,45 um.

Figura 3.7 - Seringas descartaveis.

Figura 3.10 - Cartuchos de extragdo em fase sélida Figura 3.9 - Manifold e bomba SPE.
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Figura 3.11 - Centrifuga de mesa. Figura 3.12 - Agitador MultiReax.

Figura 3.13 - Material de vidro de laboratério.

3.1.2. Analise da amostra

Para a andlise e quantificagdo da amostra ¢ necessario transferir a mesma para um vial
de modo a ser analisado no equipamento de UHPL a uma pressao de 1300 bar, composto por
Elute UHPLC (LC-MS), bomba HPG 1300, Elute Autosampler, coluna cromatografica Hyper-
carb da marca Thermo Fisher Scientific e um equipamento de MS/MS de triplo quadrupolo do
modelo EVOQ Qube, tanto este equipamento como o de cromatografia liquida de ultra efici-
éncia sao da marca Bruker.
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Figura 3.15 - UHPLC-MS/MS Figura 3.14 - Coluna cromatografica Hypercarb

Figura 3.17 - Vials

Figura 3.16 - Tampas dos vials
3.1.3. Reagentes

Os reagentes utilizados durante todo o procedimento experimental foram metanol
(CH30OH) da marca Honeywell Riedel-de Haén, com uma pureza superior a 99,9%, apropriado
para LC-MS, 4cido féormico (HCOOH) da marca Carlo Erba, com uma pureza superior a 98%,
para LC-MS, dgua ultrapura da marca VWR filtrada a 2um, para HPLC, dgua ultrapura do tipo
1 da MilliQ, acido acético glacial 99,8-100,5% (C2H402) da marca VWR, solu¢do padrao de
acrilamida de concentracdo 1000mg/mL da marca Dr. Ehrenstorfer , sulfato de zinco heptahi-
dratado (ZnSO4-7H20) da marca VWR, com pureza superior a 99,5%, e ferracianeto de potas-
sio.

39



Figura 3.23 - Padrdo acrilamida

Figura 3.18 - Agua Milli-Q

3.2. Métodos

Methanol

000100,

Cyg
= CHROMAS LY ™

Figura 3.21 - Metanol para LC-MS
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Figura 3.19 - Acido Férmico para LC-

MS

3.2.1. Preparacao da fase mdvel

ol
HPerSoly CHROMAN?

Water

Figura 3.22 - Agua ultrapura para
HP

LC

S —
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Figura 3.20 - Acido acético glacial

Para a preparagdo da fase movel A diluiu-se 1 mL de acido formico em agua ultrapura,
ambos para LC-MS, até perfazer um baldo volumétrico de 1000 mL.

Para a preparacdo da fase moével B adicionou-se 1 mL de 4cido férmico a metanol, para
LC-MS, num baldo volumétrico de 1000 mL.
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Figura 3.24 - Fase Mo6vel A e Fase
Moével B

3.2.2. Preparacao das solucdes de extracao

Para a realizacdo da extracdo convencional € necessdria a preparacao de uma solucgao
de 4cido acético de 0,2mM, que se baseia na diluicdo de 2mL de 4cido acético glacial, num
baldo volumétrico de 200mL, em dgua da MilliQ, e na preparagdo das solugdes Carrez I, diluir
15g de ferracianeto de potassio em 100 mL de dgua MilliQ, e Carrez 11, diluir 30g de sulfato
de zinco em 100 mL de 4gua MilliQ.

Figura 3.25 - Solugédo aquosa Figura 3.26 - SolugGes Carrez I (amarela) e Carrez II (incolor)
de 4cido acé-tico (0,2mM)

Na extracdo em fase solida ¢ preparada uma solucdo aquosa de 4cido formico (0,1%)
onde foi pipetado 100 pL de acido formico para um baldo volumétrico de 100 mL e o volume
foi perfeito com agua MilliQ.
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Figura 3.27 - Solugdo aquosa de dcido
férmico (0,1%)

3.2.3. Preparacao das solugdes padrao

Inicialmente, foi preparada uma solug¢do mae de acrilamida, com uma concentragao de
1000 ppm, onde ¢ pesada 0,01g do padrao de acrilamida e dissolvido em 20 mL de 4gua MilliQ,
posteriormente deve ser armazenada a 4°C. E a partir desta solugéio mae de acrilamida que sdo
preparadas as trés solucdes padrao de trabalho.

Figura 3.28 - Solugao mée de acrilamida
(1000 ppm)

A solucdo de trabalho 1, tem uma concentragdo de 10 ppm, e ¢ preparada pipetando

990 pL de dgua para um via/ de 2 mL e com a adi¢do de 10 pL da solu¢do mae de acrilamida
(1000 ppm).

A solugdo de trabalho 2, de concentracdo 1 ppm, ¢ preparada com a dilui¢do de 100 mL
da solucdo de trabalho 1 (10 ppm) em 990 mL de dgua, num vial de 2 mL.

A solugao de trabalho 3, com uma concentracdo de 0,1 ppm, ¢ preparada num vial de 2
mL onde se adiciona 100 mL da solugdo de trabalho 2 (1 ppm) a 990 uL de agua.

Para todas as solugdes, a priori da sua preparagdo, devem ser agitadas vigorosamente
de modo a homogeneiza-las e podem ser dimensionadas de acordo com o volume necessario

42



de cada uma. Cada solu¢do de trabalho deve ser preparada sempre que se efetuar o método de

ensaio.

N
= 1
N g $4

Figura 3.29 - Solugdes de trabalho (10, 1 e 0,1 ppm)

3.2.4. Curvas de Calibra¢ao em extrato

Para a preparacdo das curvas de calibragdo utilizando o extrato com a matriz foram
utilizadas as solugdes de trabalho 2, 1 ppm, e 3, 0,1 ppm, de modo a alcangar um intervalo
maior de concentragdes.

Diariamente, por cada ensaio de matriz diferente, eram efetuados dois padrdes de con-
trolo, PC1 e PC2, que correspondiam aos niveis mais baixos e mais altos da curva de calibra-

cao.

Os pontos correspondentes a cada nivel de concentracao das curvas de calibragdo, para
as matrizes cereais/bolachas, pao e batatas fritas, bem como os volumes utilizados de cada
solucdo de trabalho estdo representados na tabela seguinte.

Tabela 3.1 - Curvas de calibragdo em extrato.

Ponto da curva | Concentra- | Volume da solu¢ao | Volume do Volume
de calibra¢do | ¢do (ng/mL) de trabalho (uL) | extrato (uL) | final (uL)
1-PC1 2 20 Sol. Trabalho 3 980 1000
2 10 100 Sol. Trabalho 3 900 1000
3 25 50 Sol. Trabalho 2 975 1000
4 50 65 Sol. Trabalho 2 950 1000
5 75 75 Sol. Trabalho 2 925 1000
6 —PC2 100 100 Sol. Trabalho 2 900 1000
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3.2.5. Curva de Calibra¢ao em solvente

Para as curvas de calibracdo em solvente foram utilizadas as mesmas solugdes de tra-
balho, 2 e 3, de modo a construir uma curva de calibracdo com as mesmas concentracdes que
as em extrato, de modo a comparé-las entre si.

Para o procedimento experimental com a extragdo SPE o solvente utilizado na reta foi
a solucdo aquosa de acido férmico e com a extragdo convencional foi utilizada a solugdo aqu-
osa de acido acético como solvente. Para ambas as curvas os pontos avaliados sdo os mes-
mos, sendo representados os pontos destas na tabela 3.2. que se segue.

Tabela 3.2 - Curvas de calibragdo em solvente aquoso de dcido férmico (extragdo SPE) e de dcido acético

(extragdo convencional).

Ponto da curva | Concentra- | Volume da solu¢ao | Volume do Volume
de calibrag¢do | cio (ng/mL) de trabalho (uL) | solvente(uL) | final (uL)
1-PC1 2 20 Sol. Trabalho 3 980 1000
2 10 100 Sol. Trabalho 3 900 1000
3 25 50 Sol. Trabalho 2 975 1000
4 50 65 Sol. Trabalho 2 950 1000
5 75 75 Sol. Trabalho 2 925 1000
6 —PC2 100 100 Sol. Trabalho 2 900 1000

3.2.6. Preparacao das amostras fortificadas

Para a preparagdo das amostras fortificadas ¢ pipetada a quantia correspondente da so-
lugdo de trabalho 2 consoante o nivel de fortificacdo desejado antes do processo da extragao,
e apos a adicdo do volume da solucdo as amostras devem ser agitadas no agitador MultiReax
durante 1 minuto de modo a homogeneizar e fortificar a matriz corretamente.

O nivel mais baixo de fortificagcdo corresponde ao limite de quantificacdo (LOQ) re-
gulamentado pela comissdo europeia para a analise de acrilamida [18], e o segundo nivel de
fortificacdo corresponde a concentracdo maxima das curvas de calibragao.

Tabela 3.3 - Niveis das fortificadas nas matrizes analisadas.

. . Concentracio Volume da solucio
Fortificadas Matriz (ug/Kg) de trabalho 2 (uL)
Cereais/Bolachas,
1 pao e batatas fritas 2l AL
Cereais/Bolachas,
2 pao e batatas fritas 100 100
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4.
DISCUSSAO DE RESULTADOS

Ao longo do capitulo 4 vao ser demonstrados e discutidos os resultados obtidos para a
validagdo do método de quantificagdo mais adequado para cada tipo de matriz, bolachas/cere-
ais, batatas fritas e pao, de acordo com os parametros de valida¢do apresentados no capitulo 2.

4.1. Validag¢ao da matriz bolachas/cereais

O método para a quantificacdo de acrilamida nas matrizes bolachas/cereais foi validado
para a extracdo em fase solida e para a extragdo convencional por solventes, visto que ao longo
dos testes sentiu-se a necessidade de avaliar algumas amostras pela extracdo em fase solida
devido a existéncia de resultados duvidosos.

4.1.1. Especificidade / Seletividade

Para verificar se a extracdo em fase solida ¢ especifica e seletiva nas matrizes bola-
chas/cerais, foram efetuados cinco ensaios independentes de amostras fortificadas ao nivel do
limite de quantificacdo estipulado pela comissdo europeia, 20 pg/kg. A quantificagdo do pico
cromatografico foi efetuada pela curva de calibracdo da matriz em questdo, e a taxa de recupe-
racdo foi calculada através da equacao 2.1. Os resultados obtidos estdo expressos na tabela 4.1.

Na extragdo convencional, com a utilizag¢do das solugdes Carrez I e I, foram fortificadas
amostras de bolachas/cereais a dois niveis distintos, a 20 pg/kg e 40 pg/kg, visto que serd o
método de extracdo mais aplicado a amostras deste tipo de matriz ¢ necessario avaliar este
parametro a mais que um nivel de concentragdo, dentro da gama de trabalho. Os ensaios foram
efetuados de modo independente, e os respetivos resultados encontram-se na tabela 4.2 subdi-
vididos nos dois niveis de fortificagdo, 1° e 2°.

Para todas as amostras de bolachas e cereais obteve-se taxas de recuperacao dentro dos
limites estabelecidos pelo laboratério.

Tabela 4.1 - Taxas de recuperagao para extragao em fase s6lida em matrizes cereais/ bolachas.

[Analito adi- . Taxa de Re-
Nivel de For- cionado] [Amostra] [Fortificada] [Fortificada]- cuperagiio
tificacao (ng/’kg) (ng/kg) (ng/kg) [Amostra] (%)

51,10 82,53 31,44 157,18%

2,65 29,31 26,65 133,26%

1° 20 3,40 27,06 23,65 118,26%

37,86 58,50 20,64 103,19%

3,12 22,61 19,49 97,47%
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Tabela 4.2 - Taxas de recuperagao para extragdo com solventes em matrizes cereais/ bolachas.

[Analito adi- Taxa de Re-
Nivel de For- cionado] [Amostra] [Fortificada] [Fortificada]- ~
tificacdo (ng/ke) (ng/ke) (pg/ke) [Amostra] °“p(eozga°

45,64 73,21 27,57 137,85%

0,78 17,80 17,01 85,07%

1° 20 0,31 23,60 23,29 116,45%
4,73 22,00 17,27 86,37%

18,66 32,78 14,12 70,58%

14,99 53,04 38,05 95,13%

0,63 40,88 40,25 100,62%

2° 40 22,26 61,84 39,58 98,96%
10,34 49,60 39,26 98,15%

61,84 98,61 36,77 91,92%

Foi estimada a média, o desvio padrao e o coeficiente médio de variagdo para a extracao
em fase solida, ao nivel de 20 pg/kg, e para a extragdo convencional com a utilizagdo das
solugdes Carrez I e 11, ao nivel de 20 pg/kg e 40 pg/kg.

Os coeficientes de variagdo média aplicados as taxas de recuperacdo estdo dentro dos
resultados esperados, CVm inferior a 10%, o que significa que ndo existe muita variancia entre
os resultados de cada nivel de fortificagdo, no método extrativo associado.

Foi a extracdo em fase solida que obteve uma média maior das taxas de recuperagdo,
porque ¢ um método que apenas € aplicado a amostras positivas e, teoricamente, uma das van-
tagens do método SPE em si € otimizar as taxas de recuperagdo. A média das taxas de recupe-
racdo para a extracdo com a utilizagdo das solugdes Carrez I e II era a esperada, e apresentou
maioritariamente resultados satisfatorios aos dois niveis das amostras fortificadas.

Tabela 4.3 - Média, Desvio padrdo e coeficiente de variagdo média para as taxas de recuperacdo da matriz
cereais /bolachas.

Média Desvio Padrao CVm (%)
Extragao SPE (Forti- 109,65% 0,108 9,85%
ficada a 20 pg/kg)
Extracio com solven-
tes (Fortificada a 20 103,27% 0,101 9,79%
pe/kg)
Extrac¢ao com solven- o o
tes (Fortificada a 40 S o ge
re/kg)
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a4.1.2. Gama de trabalho e Linearidade

A realizagdo das curvas de calibrag@o para cada tipo método extrativo permite avaliar a
dependéncia da resposta do aparelho de cromatografia em fun¢ao de concentragdes conhecidas,
¢ de notar que o intervalo destas concentragdes devem abranger a quantidade de acrilamida
esperada para os alimentos em questao.

A curva de calibragdo para cada tipo de amostra deve conter no minimo 5 pontos de
concentragdes conhecidas e distribuidas uniformemente ao longo da gama analisada. A avali-
acdo da linearidade da curva ¢ efetuada através da representacdo grafica da mesma e do coefi-
ciente de correlagdo, que como o proprio nome indica relaciona o sinal medido pelo aparelho
de medig¢do e a concentragdo do padrao correspondente mostrando a interdependéncia dos da-
dos obtidos, o valor do coeficiente tem que ser superior a 0,995 para ser valido.

A reta de calibragdo para a matriz bolachas/cereais com a extra¢do em fase solida asso-
ciada foi construida através de seis pontos de referéncia, e esta representada na figura 4.1, e
os respetivos valores de concentragdes e de area do pico encontram-se na tabela 4.4.

A reta de calibragdo para a matriz bolachas/cereais utilizando a extragdo convencional
por solventes foi, também, contruida por seis pontos distintos e esta representada grafica-
mente na figura 4.2 com os resultados apresentados na tabela 4.5.

Tabela 4.4 - Concentragdes dos pontos da curva de calibragdo com as respetivas dreas dos picos cromato-
graficos para a matriz cereais/bolachas, por extracdo em fase sélida.

Pontos da Curva de Calibracio Concentracio Area do pico @
(ng/mL)

1 2 3642

2 10 35228
3 25 96490
4 50 235954
5 75 326324
6 100 443735

(1) A 4rea do pico corresponde & drea mensurada pelo aparelho descontando o valor da drea da amostra, de
modo a retirar a quantidade de acrilamida naturalmente presente na matriz.

500000
450000 e
400000 e
350000
300000 e
250000
200000 e
150000
100000
50000

0 e

0 20 40 60 80 100

Areas dos picos

Concentragdo (ng/mL) y = 4529,3x - 7551,5

R?=0,9972

Figura 4.1- Curva de calibragdo para a matriz cereais/ bolachas com a respetiva linha de tendéncia, por
extragdo em fase sélida.
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Tabela 4.5 - Concentragdes dos pontos da curva de calibragdo com as respetivas dreas dos picos cromato-
graficos para a matriz cereais/bolachas, por extragdo convencional de solventes.

Pontos da Curva de Calibracio Concentracio Area do pico @
(ng/mL)

1 2 4622

2 10 18034

3 25 41501

4 50 74854

5 75 114808

6 100 152443

(1) A 4rea do pico corresponde & drea mensurada pelo aparelho descontando o valor da drea da amostra, de
modo a retirar a quantidade de acrilamida naturalmente presente na matriz.

180000
160000
140000 | e

120000 PY

100000

80000 e
60000 Rt
40000 N

20000 PSE

Areas dos picos

0 20 40 60 80 100

Concentracgdo (ng/mL) y = 1495,2x + 2418,8
R?=0,9994

Figura 4.2 - Curva de calibracio para a matriz cereais/ bolachas com a respetiva linha de tendéncia, por
extracdo convencional de solventes.

Para ambas as extragdes aplicadas a esta matriz, consegue-se concluir através das repre-
sentacdes graficas das curvas que estas apresentam uma linha de tendéncia linear. Para a ex-
tragdo em fase solida € obtido um coeficiente de determinagdo, 12, de 0,9972 e para a extragio
convencional por solventes, com as solugdes Carrez I ¢ II, obteve-se um r? de 0,9994, conclu-
indo assim que ambos os modelos lineares sdo aplicaveis aos resultados experimentais apre-
sentando uma variabilidade reduzida dos mesmos.

De modo a verificar a veracidade da linearidade analisada anteriormente foi aplicado o
método dos minimos quadrados as curvas, visto que ¢ o método que melhor se ajusta aos pontos
experimentais obtidos e ndo fornece resultados tendenciosos, reduzindo a variancia associada.

Através deste método obtém-se os parametros da linha de tendéncia de cada curva, e
consequentemente € possivel calcular o coeficiente de variagdo média de cada uma e verificar
se este ¢ inferior a 10%, e concluir que as curvas sdo lineares.
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Tabela 4.6 - Linearidade respetiva a curva de calibragdo com a extragdo convencional por solventes para a
matriz cereais/bolachas.

Declive (b) 1495,23

Ordenada na origem (a) 2418,84

Coeficiente de correlacao (R) 0,99971

Coeficiente de determinaciao (R"2) 0,99942

Sensibilidade (e) 1495,23

Desvio padrao residual da reta (Sy/x) 1555,47
Desvio padrio do declive (Sb) 18,07
Desvio padrao da ordenada na origem (Sa) 826,87
Desvio padrao do método (Sm) 1,04
Coeficiente de Varia¢ao do método (%) 2,38%
Critério de Aceitacido (%) SIM

Tabela 4.7 - Linearidade respetiva a curva de calibragdo com a extragdo em fase sélida para a matriz cere-
ais/bolachas.

Declive (b) 4529,32
Ordenada na origem (a) -7551,48
Coeficiente de correlacio (R) 0,99861
Coeficiente de determinac¢io (R"2) 0,99723
Sensibilidade (e) 4529,32
Desvio padrao residual da reta (Sy/x) 10275,28
Desvio padrio do declive (Sb) 119,34
Desvio padriao da ordenada na origem (Sa) 5462,20
Desvio padrao do método (Sm) 2,27
Coeficiente de Variacio do método (%) 5,20%
Critério de Aceitacido (%) SIM

Os resultados obtidos pelo método dos minimos quadrados encontram-se nas tabelas
4.6 e 4.7, onde se verifica que o coeficiente de variacdo do método de extracdo em fase solida
¢ de 2,38% e o do método de extracdo convencional por solventes ¢ de 5,20%, ambos inferiores
ao limite maximo estabelecido teoricamente para validar a linearidade das curvas.

Considerou-se importante avaliar a anélise dos residuos das curvas de calibragao, visto
que estas se aplicam ao modelo de regressao linear que assume uma varidvel independente sem
erros associados, concentracdo do analito, e uma variavel dependente, a resposta do aparelho
de cromatografia. O método pode-se dizer homoscedastico se os residuos calculados indepen-
dentemente possuirem igual variancia e estiverem uniformemente distribuidos.

O residuo amostral foi calculado para todos os pontos da curva de calibragdo em ambos
os métodos demonstrados para a matriz bolachas/cereais, como se pode verificar graficamente
e quantitativamente pelas tabelas e figuras que se seguem. Tanto para a extragdo em fase solida
como para a extracdo convencional verificou-se que a concentrag¢ao de 2 ng/mL, o residuo nao
se enquadra nos parametros exigidos, visto que ¢ a concentracdo mais baixa a quantificacao de
acrilamida a este nivel ¢ sempre mais complicada, no entanto ndo tem grande implicancia na
implementagdo do método visto que ndo sdo reportadas quantidades inferiores a 20 ng/mL.
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Tabela 4.8 - Determinacdo da gama de linearidade através da andlise dos residuos para a matriz cereais / bo-

lachas, por extraga

o em fase sélida.

Concentracio Area do Pico Area do pico es- Residuo Critério de Aceitacao
(ng/mL) timada (<10%)
2 3642 1507,162545 -141,65% NO
10 35228 37741,72334 6,66% YES
25 96490 105681,5248 8,70% YES
50 235954 218914,5273 -7,78% YES
75 326324 332147,5298 1,75% YES
100 443735 445380,5322 0,37% YES
1,0 -
T T T T ¥ % ﬂ T
w 2 12 22 32 42 152 62 72 92
S il
2 ]
2 e
2,0 -
Concentracio (ug/L)

Figura 4.3 - Gréfico da andlise de residuos referente a matriz cereais/bolachas, por extragdo em fase s6-

lida.

Tabela 4.9 - Determinacdo da gama de linearidade através da andlise dos residuos para a matriz cereais / bo-
lachas, por extragdo convencional de solventes.

Concentracio Area do Pico Area do pico es- Residuo Critério de Aceitacao
(ng/mL) timada (<10%)
2 4622 5409,289793 14,55% NO
10 18034 17371,09015 -3,82% YES
25 41501 39799,46583 -4,28% YES
50 74854 77180,09195 3,01% YES
75 114808 114560,7181 -0,22% YES
100 152443 151941,3442 -0,33% YES
1,0 +
g % I —&— T 3,3# T g T T g
% 2 12 22 32 42 T52 62 72 82 92
& I
1,0

Concentragiao (ng/mL )

Figura 4.4 - Gréfico da analise de residuos referente & matriz cereais/bolachas, por extragdo convencional
de solventes.

51



4.1.3. Repetibilidade

Para a analise da repetibilidade da matriz cereais/bolachas foram efetuados 10 ensaios
independentes ao nivel mais baixo, 2 ng/mL, e mais alto, 100 ng/mL, da gama da curva de
calibragdo, de modo a verificar a dispersao entre os resultados obtidos para cada tipo de método
de extragao.

O teste da homogeneidade de variancias foi aplicado para a determinacdo da gama de
trabalho. No geral, para todos os métodos quantitativos existe um intervalo de concentragdes
para o analito para que o método possa ser aplicado. Assim, a gama de trabalho representa a
gama de concentragdes na qual a sensibilidade ¢ considerada constante e sdo normalmente
expressas nas mesmas unidades do resultado obtido pelo método analitico.

Em suma, para cada tipo método extrativo foi elaborada uma andlise sobre o limite de
repetibilidade, o coeficiente de variagdo médio para cada nivel de concentracdo, e a homoge-
neidade das variancias dos resultados obtidos, representados nas tabelas seguintes.

Tabela 4.10 - Repetibilidade ao nivel do PC1 e do PC2 da curva de calibragdo, com o respetivo coeficiente
de variagdo para as matrizes cereais/ bolachas, com extragdo por solventes.

2 ng/mL (PC1) 100 ng/mL (PC2)

Area do Tempo de Razio Area do Tempo de Razio

Pico Retencio I6nica Pico Retencio Iénica

5560 1,626 4,80% 158833 1,61 3,60%

5124 1,613 5,10% 159139 1,606 3,90%

4768 1,611 5,00% 163236 1,603 3,80%

5315 1,606 4,80% 159356 1,598 3,80%

5625 1,609 4,90% 160608 1,592 3,50%

5234 1,615 4,40% 159325 1,586 3,80%

5147 1,612 5,40% 159894 1,586 4,00%

5385 1,593 5,20% 163772 1,581 3,60%

4895 1,612 5,40% 160311 1,577 4,00%

4607 1,604 5,60% 160844 1,586 3,60%

Média 5166 1,6101 5,06% 160531,8 1,5925 3,76%
N A 109683,78 7,12E-05 1,27E-05 2892788,40 1,25E-04 | 3,16E-06
Desvio Padrio 331,19 8,44E-03 3,57E-03 1700,82 1,12E-02 1,78E-03
Limite de repetibilidade 927,32 2,36E-02 9,98E-03 4762,30 3,14E-02  4,97E-03

r
CV(r z%) 6,41% 0,52% 7,05% 1,06% 0,70% 4,72%
Critério de Aceitacio YES YES YES YES YES YES
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Tabela 4.11 - Homogeneidade de varidncias para a determinagdo da gama de trabalho, relativamente aos
resultados de repetibilidade com a extragdo convencional por solventes em matriz cereais/ bolachas.

2 ng/mL 100 ng/mL
n 10 10
n-1 9 9
Média (yn) 5166 160531,8
Desvio padrao (yn) 331,19 1700,82
Desvio padrao relativo (yn) 6,41% 1,06%
Variancia (Sn) 1,10E+05 2,89E+06
PG 5,14
F (n1-1, n10-1, 99,0 %) = 5,35
Critério de Aceitacao: SIM

Tabela 4.12 - Repetibilidade ao nivel do PC1 e do PC2 da curva de calibragdo, com o respetivo coeficiente
de variagdo para as matrizes cereais/ bolachas, com extragdo por solventes.

2 ng/mL (PC1) 100 ng/mL (PC2)

Area do Tempo de Razio Area do Pico = Tempo de Razio

Pico Retencio I6nica Retencio Iénica

28824 0,956 4,00% 792396 0,954 4,50%

38773 0,953 4,00% 866428 0,952 4,20%

36189 0,953 5,00% 829508 0,95 4,80%

39752 0,955 4,00% 790017 0,947 4,00%

37817 0,95 4,30% 777794 0,953 4,50%

35951 0,953 5,40% 744128 0,95 4,10%

35190 0,968 4,40% 790619 0,945 4,40%

30449 0,957 3,90% 769979 0,957 4,10%

33359 0,956 3,90% 827069 0,949 4,20%

33928 0,949 5,60% 810524 0,956 4,70%

Média 35023,2 0,955 4,45% 799846,2 0,9513 4,35%
Varidncia 1,22E+07 2,76E-05 4,18E-05 1,21E+09 1,47E-05 7,39E-06
Desvio Padrio 3492,82 5,25E-03 6,47E-03 34782,15 3,83E-03 2,72E-03
Limite de repetibilidade 9779,89 1,47E-02 1,81E-02 97390,02 1,07E-02 7,61E-03

r
CV(r 1%) 9.97% 0,55% 14,53% 4,35% 0,40% 6,25%
Critério de Aceitacio YES YES NO YES YES YES
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Tabela 4.13 - Homogeneidade de varidncias para a determinagdo da gama de trabalho, relativamente aos
resultados de repetibilidade com a extragdo em fase sélida para a matriz cereais/ bolachas.

2 ng/mL 100 ng/mL
n 10 10
n-1 9 9
Média (yn) 46741,5 799846,2
Desvio padrao (yn) 26282,94 34782,15
Desvio padrao relativo (yn) 56,23% 4,35%
Variancia (Sn) 6,91E+08 1,21E+09
PG 1,75
F (1-1,n10-1,99,0 %) = 5,35
Critério de Aceitacao: SIM

Para a extrag¢do convencional por solventes os limites de repetibilidade dos pardmetros
area do pico cromatografico, razao ionica e tempo de retencdo, representados na tabela 4.9,
encontram-se abaixo da maior diferenga absoluta entre dois ensaios consecutivos, e o coefici-
ente de variagdo médio associado também ¢ aceite pelos critérios ja referidos anteriormente. O
teste da homogeneidade de variancias verifica que as diferengas entre as varidncias ndo sao
significativas, pois o calculo do valor teste (PG) ¢ inferior ao valor tabelado da distribuicdo F
de Snedecor / Fisher para uma confianca de 99%, logo a gama de trabalho estd bem ajustada.

Para a extrag@o em fase solida as conclusdes sdo semelhantes, a excecao que neste mé-
todo o limite de repetibilidade e, consequentemente, o coeficiente de variagdo médio para a
razdo i6nica no nivel de concentragdo de 2 ng/mL encontram-se ligeiramente fora do intervalo
valido, devido as interferéncias do aparelho na medi¢cdo de concentracdes mais baixas.

4.1.4. Precisao Intermédia

A precisdo intermédia ou reprodutibilidade intralaboratorial ¢ a medida mais adequada
para a representatividade da variabilidade dos resultados no laboratério em estudo. De modo a
determinar a precisdo intermédia para os dois métodos de extragdo na matriz bolachas/ cereais
efetuaram-se trés medigdes a cada matriz em condi¢des de repetibilidade em trés dias diferen-
tes, sendo esta a condi¢cdo que variou para o calculo da reprodutibilidade intralaboratorial.

Para a extragdo em fase solida apenas sera avaliada a precisdo intermédia para o nivel
de fortificacao de 20 pg/kg, tal como no teste de especificidade/ seletividade, visto que ndo se
sentiu a necessidade de avaliar para o nivel de fortificagdo seguinte.

Na extra¢do convencional por solventes, com a utilizag¢do das solugdes Carrez L e 11, a
reprodutibilidade intralaboratorial foi estudada para os niveis de fortificacdo de 20 mg/kg e 40
mg/kg, bem como foi efetuado nas taxas de recuperagdo do mesmo método.

A precisdo intermédia pode ser expressa quantitativamente em forma de desvio, calcu-
lado pela equagdo 2.4, ou em forma de percentagem, dividindo o valor da precisdo intermédia
pela média associada aos nove ensaios efetuados, ambos os pardmetros tal como o coeficiente
de variagdo médio estdo representados nas tabelas 4.14, 4.15 e 4.16.
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Tabela 4.14 - Precisdo Intermédia para a extragdo em fase s6lida na matriz cereais/ bolachas.

[Fotrt}ﬁ.cada] [Fortificada] Y 3e Desvio Precisao Precisao Coeficiente
edrica ‘L Média . L 1 L e . o~
Data Ik pratica (N=9) Padrao Intermédia Intermédia de Variacio

(ng'ke) (ng/kg) N=9)  (N=9) (%) (N=9) (%) (N=9)

20,53
22,16
21,23

4/05/2021 20

20,19
14/05/2021 20 21,69 21,03 0,6661 0,7121 3,39% 3,17%
20,55

20,41
20/05/2021 20 20,98
21,50

Tabela 4.15 - Precisdo Intermédia para a extragdo por solventes na matriz cereais/ bolachas, fortificada a 20

ug/kg.

[Fort}ﬁ.cada] [Fortificada] Y 3e Desvio Precisao Precisao Coeficiente
tedrica f e Média . L 1. L 1 .~
Data (ng/kg) pratica (N=9) Padrao Intermédia Intermédia de Variacio
(ng/kg) (N=9) (N=9) (%) (N=9) (%) (N=9)
23,26
30/8/2021 20 20,48
23,98
23,11 22,93 1,2902 1,3793 6,01% 5,63%
06/09/2021 20 24,97 ’ ’ ’ ’ ’
23,67
22,26
28/09/2021 20 22,68
22,00

Tabela 4.16 - Precisdo Intermédia para a extragdo por solventes na matriz cereais/ bolachas, fortificada a 40

ug/kg.

[Fort}ﬁ.cada] [Fortificada] Y 3. Desvio Precisao Precisao Coeficiente
tedrica fpe Média . L 1 L 1 .~
Data (ng/kg) pratica (N=9) Padrao Intermédia Intermédia de Variacio
(ng/kg) (N=9) (N=9) (%) (N=9) (%) (N=9)
38,82
30/8/2021 40 39,56
41,38
37,70 39,37 1,5868 1,6964 4.31% 4,03%
06/09/2021 40 39,23 ’ ’ ’ ’ ’
37,91
37,62
28/09/2021 40 40,07
42,06
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Para a extracdo em fase s6lida, a uma concentragdo de fortificacao de 20 pg/kg, obteve-
se um desvio de precisdo intermédia de, aproximadamente, 0,7121, em termos de percentagem
de 3,39%, e o coeficiente de variagdo médio associado as nove medigoes dos trés dias € de
3,17%.

Na extrac¢do convencional por solventes ao nivel de concentragdo de 20 pg/kg de acri-
lamida, a precisdo intermédia ¢, aproximadamente, 1,3793 em formato de desvio e 6,01% em
representacdo percentual, apresentando o método para esta concentragao um coeficiente de va-
riacdo de 5,63%, enquanto para a concentragdo de 40 pg/kg de acrilamida o desvio da precisdo
intermédia ¢ 1,6964, aproximadamente, e 4,31%, percentualmente, e o coeficiente de variacao
¢ 4,03%.

Conclui-se, por tanto, que todos os resultados obtidos para a validagdo da reprodutibi-
lidade intralaboratorial sdo satisfatorios e aceites pelas normas exigidas pelo laboratoério.

4.1.5. Limites Analiticos

De acordo com os parametros de linearidade associados as curvas de calibracdo, por
extracdo com solventes e em fase solida, para a matriz cereais/ bolachas, ¢ possivel alcangar
uma estimativa dos limites analiticos correspondentes as curvas, estes encontram-se nas tabelas
seguintes, e foram calculados através das equagdes 2.5 ¢ 2.6.

Para a extragdo convencional por solventes, com as solugdes Carrez I e II, obteve-se
um limite de quantificagdo de 3,43 pg/kg e um limite de detecdo de 10,40 pg/kg. Na extracao
em fase so6lida os limites analiticos atingidos sdo superiores em relagdo aos anteriores, o limite
de detecdo ¢ de 7,49 ng/kg e o limite de quantificagdo de 22,69 ng/kg.

Para ambos os métodos o limite de quantificacdo encontra-se acima da concentracao
mais pequena da gama de trabalho, limite este que define a partir de que concentragdo € possi-
vel quantificar a acrilamida com determinada certeza e precisdo. No entanto, como apenas sao
reportados resultados acima dos 20 pg/kg, limite de quantificagdo pratico estipulado pela co-
missdo europeia para a acrilamida, ndo existe conflito abaixo deste limite. Especificamente
para a extracdo em fase solida obteve-se um L.Q. ligeiramente superior a 20 pg/kg, mas que
ndo interfere gravemente na quantifica¢ao do analito.

Tabela 4.17 - Limites analiticos para a extragdo convencional por solventes em matriz cereais/bolachas.

Declive (b) 1495,23

Ordenada na origem (a) 2418,84
Coeficiente de correlacao (R) 0,9997
Coeficiente de determinacao (R"2) 0,9994

Sensibilidade (e) 1495,23

Desvio padrao residual da reta (Sy/x) 1555,47
Limite de Detecao (L.D.) 3,43
Limite de Quantificaciao (L.Q.) 10,40
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Tabela 4.18 - Limites analiticos para a extragdo em fase s6lida em matriz cereais/bolachas.

Declive (b) 4529,32

Ordenada na origem (a) -7551,48

Coeficiente de correlacio (R) 0,998614

Coeficiente de determinaciao (R"2) 0,997231

Sensibilidade (e) 4529,32

Desvio padrao residual da reta (Sy/x) 10275,28
Limite de Detecao (L.D.) 7,49
Limite de Quantificacdo (L.Q.) 22,69

4.1.6. Efeito Matriz

Para o célculo do efeito matriz nos alimentos bolachas/cereais foi injetada uma reta em
solvente no mesmo dia que foi injetada a curva de calibragdo da matriz em questdo, com con-
centragdes de acrilamida iguais para ambas as retas.

Para a extra¢do convencional por solventes com as solugdes Carrez, foi injetada uma
reta onde o solvente utilizado foi a solucdo aquosa de acido acético e, para a extragdo em fase
solida, o solvente foi a solug¢do aquosa de acido formico.

Tabela 4.19 - Efeito matriz para a extragdo convencional com as solu¢des Carrez na matriz bolachas/ cereais

Concentracio  Area do pico da Area do pico da solugio Efeito Matriz
(ng/mL) amostra com com o analito em solvente (%)
adicdo de padrao

2 7985 8534 -6,43%

10 21397 22240 -3,79%

25 44864 47690 -5,93%

50 78217 74690 4,72%

75 118171 119700 -1,28%
100 155806 161200 -3,35%

Tabela 4.20 - Efeito matriz para a extragdo em fase sélida na matriz bolachas/ cereais

Concentracio Area do pico da Area do pico da solugio

Efeito Matriz

(ng/mL) amostra com com o analito em solvente (%)
adicio de padrao

2 8108 7807 3,86%
10 39694 40600 -2,23%
25 100956 102136 -1,16%
50 240420 246700 -2,55%
75 330790 313100 5,65%
100 448201 432109 3,72%
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Verifica-se pelos resultados apresentados acima que os efeitos matrizes neste tipo de

alimentos com esta extragcdo nao sdo significativos, visto que os valores obtidos sdo, relativa-
mente, perto de 0%, e que na maioria existe mais supressao de ides do que intensificacdo de-
vido aos interferentes presentes naturalmente neste tipo de amostras alimentares.

4.1.7. Cromatograma

De seguida sdo apresentados os cromatogramas obtidos de amostras reais incluidas no

grupo de matriz bolachas/cerais. Através das figuras seguintes, € possivel identificar o pico
cromatografico da acrilamida da amostra e da fortificada a 20 pg/kg, extraidas pelas solucdes
Carrez e pela extragdo em fase solida.

Al lo] Al R | B xl =
2 7 16593 (+)72.0>563 @<
< 4 :
[a i
PR
© E| :
3 \
503 Il :
) /) b A M A LA
o] W__J/ﬁ\/\ 4 g, / f k____dé
2 3 (+)72.0>27.0
5 ol :
] :
|
e
103
e T T T T T T T
05 1.0 15 20 25 30
minutes

Figura 4.5 - Cromatograma de uma amostra representativa da matriz bolachas/ cereais para a extragdo

convencional com as solugdes Carrez.
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Figura 4.6 - Cromatograma de uma amostra fortificada representativa da matriz bolachas/ cereais para a

extracdo convencional com as solugdes Carrez.
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Figura 4.7 - Cromatograma de uma amostra representativa da matriz bolachas/ cereais para a extragdo em
fase sélida.
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Figura 4.8 - Cromatograma de uma amostra fortificada representativa da matriz bolachas/ cereais para a
extragdo em fase sélida.
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4.2. Validacao da matriz batatas fritas

A validagdo do método para a quantificagdo de acrilamida nas batatas fritas foi efetuada
somente para a extragdo em fase solida, visto que apos alguns testes se verificou que a extracao
convencional com as solugdes Carrez I e Il ndo se aplica a este tipo de alimentos devido ao seu
alto teor de gordura e interferentes, que ndo sdo eliminados durante o processo de extragdo com
solventes.

Assim, a extrag@o em fase solida foi principalmente aplicada no laboratério para a de-
tecdo e quantificacdo de acrilamida neste tipo de matrizes, onde se conseguiu atingir, no geral,
resultados validos.

4.2.1. Especificidade / Seletividade

Para a extracdo em fase s6lida na matriz batatas fritas foram executadas medicdes de
fortificacdo a concentragdes de 20 pg/kg e 40 pg/kg, de modo a obter taxas de recuperacio
aceitaveis para os dois niveis de fortificagado.

Ao nivel de fortificagdo de 20 pg/kg alcangou-se taxas de recuperagdo entre 86,53% e
103,22%, e no segundo nivel de fortificadas analisadas o intervalo das taxas de recuperagao foi
de 88,10% a 131,93%, todas as taxas cumprem os limites estabelecidos.

Os ensaios foram realizados em condi¢des independentes, € os resultados estdo apre-
sentados na tabela 4.21.

Tabela 4.21 - Taxas de recuperagdo para extragdo em fase sélida na matriz batatas fritas.

Nivel de For- [AI}ahtO adi- [Amostra] [Fortificada] [Fortificada]- Taxa de l}e-
tificacio cionado] (ng/kg) (ng/kg) [Amostra] cuperagao
(pg/kg) (%)

1,71 20,15 18,44 92,19%

1,31 18,62 17,31 86,53%

1° 20 1,34 19,41 18,07 90,36%
12,38 31,96 19,58 97,91%

14,53 35,17 20,64 103,22%

2,70 42,87 40,17 100,42%

3,72 38,96 35,24 88,10%

2° 40 4,16 47,43 4327 108,17%
12,43 53,32 40,88 102,21%

20,41 73,18 52,77 131,93%

Foi realizada uma estimativa da média, do desvio padrao e do coeficiente médio de vari-
acdo para a extra¢do em fase solida, ao nivel de 20 pg/kg e de 40 pg/kg, de modo a avaliar a
variabilidade da recuperagdo em cada nivel de fortificagdo, representados na tabela 4.22.

O coeficiente médio de variacdo para o primeiro nivel de fortificagdo ¢ de 6,99% e para
o segundo nivel ¢ de 9,76%, ambos se encontram abaixo do limite pré-definido de 10%, logo
pode-se concluir que os resultados das taxas de recuperagdo ndo apresentam uma dispersao
significativa entre as concentracdes de fortificadas analisadas.

A média dos resultados para a extra¢do em fase solida, para as amostras fortificadas com
uma concentragdo de 20 pg/kg, € de 94,04% e, para as amostras fortificadas com uma concen-
tracdo de 40 pg/kg, ¢ de 105,19%, como seria de esperar a média das taxas de recuperagdo
associadas a um nivel de concentracdo mais elevado ¢ por norma também mais alto.
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Tabela 4.22 - Média, Desvio padréo e coeficiente de variagdo média para as taxas de recuperagdo da matriz
batatas fritas.

Média Desvio Padrao CVm (%)
Extracao em fase s6-
lida (Fortificada a 20 94,04% 0,06569138 6,99%
ng/kg)
Extracao em fase s6-
lida (Fortificada a 40 105,19% 0,10262076 9,76%
ng/kg)

4.2.2. Gama de trabalho e Linearidade

A elaboracdo da curva de calibragdo para a matriz batata frita, por extracdo em fase
solida, foi realizada através de cinco pontos uniformemente distribuidos ao longo da gama de
trabalho, a concentragdo de acrilamida adicionada e a drea do pico cromatografico, sem o ana-
lito naturalmente presente na amostra, encontram-se expostos na tabela 4.23.

A curva de calibracdo, com a respetiva linha de tendéncia, esta representada grafica-
mente na figura 4.9 e permite elaborar uma pré-analise da linearidade da mesma, através do
coeficiente de determinagao que deve ser aproximadamente igual a 1.

Tabela 4.23 - Concentragdes dos pontos da curva de calibragdo com as respetivas dreas dos picos cromato-
gréficos para a matriz batatas fritas, por extragdo em fase sélida.

Pontos da Curva de Calibracio Concentracio Area do pico @
(ng/mL)
1 2 62459
2 10 425133
3 25 1203258
4 50 2525493
5 100 5068506

(1) A 4rea do pico corresponde & drea mensurada pelo aparelho descontando o valor da drea da amostra, de
modo a retirar a quantidade de acrilamida naturalmente presente na matriz.
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Figura 4.9 - Curva de calibragdo para a matriz batatas fritas com a respetiva linha de tendéncia, por extracdo
em fase sélida.
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Conclui-se pela construgdo grafica dos resultados obtidos através curva de calibragao
para a matriz batatas fritas que esta pode ser considerada, a priori, linear, visto que o 1> da linha
de tendéncia ¢é de 0,9999.

Como foi realizado anteriormente para a matriz bolachas/cereais, foi aplicado também
nesta matriz o método dos minimos quadrados a reta de calibragdo, reconhecendo a exatidao
da linearidade da mesma e, assim, conseguir validar a mesma para todas as amostras de batatas
fritas.

Os resultados alcangados para a determinacgdo da linearidade da curva de calibragdo da
matriz batatas fritas, por extracdo em fase sdlida, estdo apresentadas na tabela 4.24, onde se
verifica um coeficiente médio de variacao do método de 1,32%, logo abaixo dos 10% definidos
para o mesmo ser considerado um critério de aceitagdo valido.

Tabela 4.24 - Linearidade respetiva a curva de calibragdo com a extragéo em fase sélida para a matriz batatas
fritas.

Declive (b) 51374,39
Ordenada na origem (a) -64432,38
Coeficiente de correlacio (R) 0,9999
Coeficiente de determinac¢io (R"2) 0,9999
Sensibilidade (e) 51374,39
Desvio padrao residual da reta (Sy/x) 25267,10
Desvio padrio do declive (Sb) 319,99
Desvio padriao da ordenada na origem (Sa) 12267,96
Desvio padrao do método (Sm) 0,49
Coeficiente de Variacio do método (%) 1,32%
Critério de Aceitacido (%) SIM

Tal como anteriormente, a analise dos residuos amostrais foi também realizada para a
curva de calibragdo da matriz batatas fritas, de modo a verificar se ha valores discrepantes e se
0s mesmos apresentam um comportamento homoscedastico, tanto através do calculo do resi-
duo como da representacdo grafica de todos os residuos obtidos.

E possivel verificar que no ponto de concentragio de 2 ng/mL o residuo amostral ¢ de
-63,01%, logo ndo ¢ aceite pelos critérios definidos. Este valor encontra-se fora da gama valida
pela mesma razdo apresentada na validagdo anterior, pois a concentragcdes mais baixas o apa-
relho de medicdo ndo ¢ tdo sensivel logo pode existir algumas interferéncias na resposta do
mesmo, €, consequentemente, na concentracdo medida para a acrilamida. Contudo, ndo sdo
reportados valores abaixo do limite de quantificagdo pratico, definido pela comissdo europeia,
para as amostras de batatas fritas, logo as discrepancias de valores a este nivel ndo afetam
diretamente o resultado fornecido pelo laboratorio aos clientes.

E de notar que a variancia entre a area do pico cromatografico medido e estimado di-
minui com o aumento da concentrag@o associada ao pico, corroborando a explicagdo anterior,
que quanto maior for a 4rea do pico melhor serd efetuada a sua detecao e quantificagdo, dimi-
nuindo intrinsecamente o residuo amostral associado.
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Tabela 4.25 - Determinagdo da gama de linearidade através da andlise dos residuos para a matriz batatas
fritas, por extragdo em fase sélida.

Concentracio Area do Pico Area do pico es- Residuo Critério de Aceitacao
(ng/mL) timada (<10%)
2 62459 38316,4004 -63,01% NO
10 425133 449311,519 5,38% YES
25 1203258 1219927,366 1,37% YES
50 2525493 2504287,112 -0,85% YES
75 5068506 5073006,603 0,09% YES
1,0 -
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Figura 4.10 - Gréfico da andlise de residuos referente a matriz cereais/bolachas, por extracdo em fase s6-
lida.

4.2.3. Repetibilidade

A repetibilidade para a matriz batatas fritas foi avaliada através de 10 ensaios indepen-
dentes ao nivel mais baixo e mais alto da curva de calibracao, 2 ng/mL e 100 ng/mL, com o
calculo da média, variancia e desvio padrao da area do pico cromatografico, tempo de retencao
e razdo ionica € possivel estimar o limite de repetibilidade para cada um dos pardmetros do
aparelho cromatografico e verificar que o desvio padrao das respostas do mesmo se encontram
abaixo do limite obtido.

O coeficiente de variagdo calculado para cada um dos parametros supramencionados
para as concentragdes estipuladas encontram-se todos abaixo do limite maximo de 10%, logo
pode-se concluir que para a extragdo em fase solida desta matriz existe condigdes de repetibi-
lidade.
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Tabela 4.26 - Repetibilidade ao nivel do PC1 e do PC2 da curva de calibragdo, com o respetivo coeficiente
de variagdo para a matriz batatas fritas, com extragdo em fase sélida.

2 ng/mL (PC1) 100 ng/mL (PC2)

Area do Tempo de Razio Area do Tempo de Razio

Pico Retencio I6nica Pico Retencio Iénica

224631 1,536 4,50% 4217651 1,536 4,20%

233151 1,536 4,60% 4200445 1,538 4,30%

228346 1,536 5,10% 4159192 1,537 4,10%

275154 1,528 4,00% 4091074 1,532 4,10%

233033 1,537 4,60% 3990808 1,538 4,20%

238231 1,53 4,20% 4237156 1,524 4,40%

244583 1,531 3,80% 3942590 1,526 4,20%

274206 1,527 4,00% 4197971 1,529 4,10%

254147 1,537 5,00% 4210201 1,526 4,10%

204711 1,45 4,40% 4231206 1,535 4,00%

Média 241019,30 1,52 4,42% 4147829,40 1,53 4,17%
Variidncia 4,81E+08 7,06E-04 1,84E-05 1,10E+10 2,97E-05 1,34E-06
Desvio Padrio 21940,62 2,66E-02 4,29E-03 104938,06 5,45E-03 1,16E-03

Limite de repetibilidade

(r) 61433,75 7,44E-02 1,20E-02 293826,57 1,52E-02 3,25E-03

CVr (%) 9,10% 1,74% 9,70% 2,53% 0,36% 2,78%

Critério de Aceitacio YES YES YES YES YES YES

O teste da homogeneidade de variancias foi aplicado para verificar se a gama de trabalho
estava bem ajustada a esta matriz com a extracdo em fase solida, o que poder ser considerado
verdade visto que o valor teste se encontra abaixo do valor tabelado da distribuicao F de Snede-
cor / Fisher para uma confianc¢a de 99%, como se pode observar na tabela 4.27.

Tabela 4.27 - Homogeneidade de varidncias para a determinacgdo da gama de trabalho, relativamente aos
resultados de repetibilidade com a extragdo em fase sélida na matriz batatas fritas.

2 ng/mL 100 ng/mL
n 10 10
n-1 9 9
Média (yn) 241019,3 4,15E+06
Desvio padrao (yn) 21940,62 1,05E+05
Desvio padrao relativo (yn) 9,10% 2,53%

Variancia (Sn) 4813909527 1,10E+10
PG 4,78
F (n1-1, n10-1, 99,0 %) = 5,35

Critério de Aceitacao: SIM
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4.2.4. Precisao Intermédia

Para o calculo da precisdo intermédia para a matriz batatas fritas foram efetuadas trés
medigdes, em condigdes de repetibilidade, para amostras fortificadas a 20 pg/kg e 40 pg/kg. O
parametro que variou para o calculo da precisdo intermédia foram os dias das analises, tendo
as amostras sido analisadas em trés dias diferentes, obtendo-se um total de nove resultados ao
longo dos trés dias.

Ao nivel de concentracdo de fortificada de 20 pg/kg foi obtido em formato de desvio
para a precisdo intermédia um valor de 1,1044, percentualmente de 5,37%, e um coeficiente de
variacao de 4,15%. Para um nivel de concentra¢do de 40 pg/kg alcangou-se uma precisdo in-
termédia de 2,6459, em percentagem de 6,32%, e um coeficiente de variagdo de 3,56%. Pode-
se concluir, assim, que todos os resultados obtidos para a valida¢do da reprodutibilidade intra-
laboratorial, para a matriz batatas fritas, sdo satisfatorios e aceites pelas normas exigidas pelo
laboratorio.

Tabela 4.28 - Precisdo Intermédia para a extragdo em fase sélida na matriz batatas fritas.

[Fort}ﬁ.cada] [Fortificada] - Desvio Precisio Precisio Coeficiente
tedrica f e Média . L 1. L 1 .
Data (ng/kg) pratica (N=9) Padrao Intermédia Intermédia de Variacao
(ng/ke) (N=9)  (N=9) (W) (N=9) (%) (N=9)
20,53
14/05/2021 20 22.16
21,23
20,19
29/05/2021 20 21,69 20,55 0,8523 1,1044 5,37% 4,15%
20,55
20,41
09/06/2021 20 20,98
21,50
Tabela 4.29 - Precisdo Intermédia para a extragdo em fase sélida na matriz batatas fritas, fortificada a 40
ug/kg.
[Fort}ﬁ.cada] [Fortificada] Y 3e Desvio Precisao Precisao Coeficiente
tedrica fpe Média . L 1 L 1 . o~
Data (ng/kg) pratica (N=9) Padrao Intermédia Intermédia de Variacio
(ng/kg) (N=9) (N=9) (%) (N=9) (%) (N=9)
42.89
14/05/2021 40 44,42
42,82
42,44 41,86 1,4922 2,6459 6,32% 3,56%
29/05/2021 40 41,09 ’ ’ ’ ’ ’
41,46
40,09
09/06/2021 40 39,61
41,93
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4.2.5. Limites Analiticos

Em concordancia com os parametros de linearidade associados a curva de calibragao
da matriz batatas fritas, obteve-se os limites analiticos correspondentes através das equacdes
2.5 e 2.6, que se encontram representados na tabela 4.30.

O limite de detegao atingido ¢ de 1,62 pg/kg e o limite de quantificagdo ¢ de 4,92 ng/kg,
que apesar de se encontrar acima do padrao de menor concentracdo da gama de trabalho, como
na matriz anteriormente analisada, ndo interfere de modo significativo nos resultados intrala-
boratoriais, podendo, assim, assumir-se estes limites analiticos validos.

Tabela 4.30 - Limites analiticos para a extragdo em fase sélida em matriz batatas fritas.

Declive (b) 51374,39
Ordenada na origem (a) -64432,38
Coeficiente de correlacao (R) 0,9999
Coeficiente de determinacao (R"2) 0,9999
Sensibilidade (e) 51374,39
Desvio padrao residual da reta (Sy/x) 25267,10
Limite de Quantificacao (L.Q.) 1,62
Limite de Detecao (L.D.) 4,92

4.2.6. Efeito Matriz

Na matriz batatas fritas apenas foi injetada a reta com a solucdo aquosa de acido for-
mico, visto que a extra¢do aplicada a este método foi apenas a extracdo em fase sélida, no
mesmo dia e condi¢des que foi injetada a curva de calibragdo. Para ambas as extragdes o efeito
matriz foi obtido através da equagdo 2.7 e os resultados encontram-se na seguinte tabela.

Tabela 4.31 - Efeito matriz para a extragdo em fase sélida na matriz batatas fritas

Concentracio Area do pico da Area do pico da solugio Efeito Matriz
(ng/mL) amostra com com o analito em solvente (%)
adicdo de padrao

2 64670 62459 -3,42%

10 436200 425133 -2,54%

25 1107000 1203258 8,70%

50 2630100 2525493 -3,98%
100 5060000 5068506 0,17%

Tal como anteriormente, também neste tipo de matrizes obteve-se que o efeito matriz
neste tipo de alimentos ndo ¢ significativo, conclusdo retirada pelos valores percentuais apre-
sentados na tabela 4.31.
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4.2.7. Cromatograma

As seguintes figuras representam os cromatogramas obtidos de amostras reais da cate-
goria batatas fritas. Através das figuras seguintes, ¢ possivel identificar o pico cromatografico
da acrilamida da amostra e da fortificada a 20 pg/kg, que foram extraidas pela extragdo em
fase solida.

T ol ] % B wl ]

=%
Q
=

(+)720>553 @

40473

| I

Cps

U

Cps

0's 10 15 20 2’5 30 35
minutes

Figura 4.11 - Cromatograma de uma amostra representativa da matriz batatas fritas para a extragdo em
fase solida.
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Figura 4.12 - Cromatograma de uma amostra fortificada representativa da matriz batatas fritas para a ex-
tracdo em fase sélida.
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4.3. Validacao da matriz pao

Ao contrario da matriz analisada anteriormente, a matriz pao s6 sera validado pelo mé-
todo de extragdo convencional por solventes, com as solu¢des Carrez I e II, visto que nunca se
sentiu a necessidade, ao longo dos testes realizados para a dissertacdo, da analise deste tipo de
amostras pelo método de extracdo em fase sélida, que como ¢ um método com um custo mais
elevado apenas ¢ utilizado em matrizes onde se justifica a sua aplicagao.

4.3.1. Especificidade / Seletividade

A especificidade e seletividade para a extragdo em fase s6lida na matriz pao foi averi-
guada pela fortificagdo de amostras a concentragdes de 20 pg/kg e 40 ug/kg com o objetivo de
atingir taxas de recuperacdo validas para os dois niveis de fortificagdo, os resultados estdo
apresentados na tabela 4.32 e os ensaios foram realizados, tal como nas valida¢des anteriores,
em condic¢des independentes.

No primeiro nivel de fortificacdo obteve-se taxas de recuperagdo entre 95,67% e
124,61%, e no nivel de fortificagcdo de 40 pg/kg foi atingido um intervalo das taxas de recupe-
racao de 97,59% a 111,85%, deduzindo assim que as taxas apresentadas encontram-se dentro
dos limites estabelecidos no laboratoério.

Tabela 4.32 - Taxas de recuperagdo para extragdo com solventes na matriz pao.

[Analito adi- Taxa de Re-
Nivel de For- cionado] [Amostra] [Fortificada] [Fortificada]- cuperagiio
tificacio (ng/kg) (ng/kg) (ng/kg) [Amostra] (%)

1,02 20,72 19,70 98,50%

0,69 19,82 19,13 95,67%

1° 20 1,63 23,83 22,20 111,00%
9,10 28,39 19,30 96,48%

22,62 47,54 24,92 124,61%

6,51 45,55 39,03 97,59%

0,08 39,61 39,53 98,82%

2° 40 1,33 41,57 40,24 100,59%
29,41 71,74 42,34 105,84%

40,91 85,65 44,74 111,85%

O célculo da média, do desvio padrao e do coeficiente médio de variacdo para a extracao
convencional por solventes, na matriz pao, ao nivel de 20 ug/kg e de 40 pg/kg, encontra-se
representado na tabela 4.33, e teve como objetivo a avaliagdo da robustez da recuperacdo nos
dois niveis de fortificagao.

68



Tabela 4.33 - Média, Desvio padréo e coeficiente de variagdo média para as taxas de recuperagdo da matriz

pao.
Média Desvio Padrao CVm (%)

Extracao com sol-
ventes (Fortificada 99,25% 0,067235315 6,77%

a 20 pg/kg)
Extracio com sol-
ventes (Fortificada 102,94% 0,058919313 5,72%

a 40 pg/kg)

A média estimada das taxas de recuperagdo dos resultados da matriz pdo, para as amos-
tras fortificadas com uma concentracdo de 20 pg/kg, ¢ de 99,25% e, para as amostras fortifica-
das com uma concentragdo de 40 pg/kg, ¢ de 102,94%, ambas muito préximas do valor ideal
de 100%, concluindo que a taxa de recuperagdo por este método extrativo neste tipo de alimen-
tos ¢ bastante satisfatdria por se aproximar as expetativas teoricas.

O coeficiente médio de variagdo calculado para o nivel de fortificagdo de 20 pg/kg ¢ de
6,77% e para o segundo nivel ¢ de 5,72%, ambos se encontram abaixo do limite pré-definido
de 10%, logo pode-se concluir que os resultados das taxas de recuperacdo ndo apresentam uma
dispersao significativa entre as concentragdes de fortificadas analisadas.

Em suma, pode-se afirmar que o método de extragdo convencional com as solugdes
Carrez 1 e 11 € especifico e seletivo para a matriz pao, ou seja, o analito acrilamida ¢ extraido
corretamente da matriz em questdo, ndo existindo interferéncias significativas que influenciam
os resultados obtidos.

4.3.2. Gama de trabalho e Linearidade

A preparagdo da curva de calibra¢do para a matriz pao, por extragdo com as solugdes
Carrez, foi realizada através de seis pontos distribuidos homogeneamente ao longo da gama de
trabalho, representados na tabela 4.34 juntamente com a concentragao de acrilamida adicionada
e a area do pico cromatografico.

A representacdo grafica da curva de calibragdo, com a respetiva linha de tendéncia,
encontra-se na figura 4.13, e esta ird permitir verificar a estabilidade da calibragdo entre a res-
posta do sistema com a concentragdo de acrilamida conhecida com o apoio do coeficiente de
correlagdo, r superior a 0,995, ou do coeficiente de determinagdo, r*> 0 mais proximo de 1 que
seja possivel.

Tabela 4.34 - Concentragdes dos pontos da curva de calibragdo com as respetivas dreas dos picos cromato-
gréficos para a matriz pdo, por extragdo convencional por solventes.

Pontos da Curva de Calibracio Concentracio Area do pico @
(ng/mL)

1 2 4711

2 10 29346
3 25 75957
4 50 158004
5 75 227755
6 100 296266
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(1) A 4rea do pico corresponde & drea mensurada pelo aparelho descontando o valor da drea da amostra, de
modo a retirar a quantidade de acrilamida naturalmente presente na matriz.
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Figura 4.13 - Curva de calibra¢do para a matriz pdo com a respetiva linha de tendéncia, por extragdo con-
vencional por solventes.

Verifica-se pela figura 4.13 que os resultados obtidos através da curva de calibrag¢do para
a matriz pao que esta pode ser considerada estavel e linear, visto que o 1 da linha de tendéncia
¢ de 0,9988, muito proximo do valor 1 como seria esperado.

Decidiu-se aplicar, tal como nas validagdes anteriores, nesta matriz o método dos mini-
mos quadrados a reta de calibrag@o, reconhecendo a veracidade das conclusdes sobre a linea-
ridade da mesma e, assim, conseguir validar a curva para todas as amostras de pao analisadas
no laboratorio na sua rotina didria.

Os resultados atingidos para a determinagdo da linearidade da curva de calibragdo da
matriz pao, por extragdo com as solugdes Carrez, estdo apresentados na tabela 4.35, onde se
verifica um coeficiente médio de variagdo do método de 0,40%, logo um valor muito inferior
dos 10% definidos para o mesmo ser considerado um critério de aceita¢ao valido.

Tabela 4.35 - Linearidade respetiva a curva de calibragdo com a extragdo convencional por solventes para a

matriz pdo.
Declive (b) 25707,75
Ordenada na origem (a) 10138,53
Coeficiente de correlacio (R) 1,00
Coeficiente de determinacao (R"2) 1,00
Sensibilidade (e) 25707,75
Desvio padrao residual da reta (Sy/x) 4541,24
Desvio padrio do declive (Sb) 52,74
Desvio padrao da ordenada na origem (Sa) 2414,06
Desvio padrao do método (Sm) 0,18
Coeficiente de Variacao do método (%) 0,40%
Critério de Aceitacido (%) SIM
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Tal como nas validagdes anteriores, a analise residual foi também realizada para a curva
de calibracdo do pao, de modo a verificar a existéncia de valores irregulares, tanto através do
calculo do residuo como da representagdo grafica de todos os residuos amostrais obtidos.

No ponto de concentragdo de 2 ng/mL observa-se uma diferenca relevante entre a area
do pico da resposta do sistema e a area do pico estimada, o que resulta num residuo amostral
de 33,59%, que ndo ¢ aceite pelos critérios definidos. Este valor encontra-se fora da gama
valida, pela mesma razdo apresentada nas validagdes anteriores, pois, tal como nas restantes
matrizes, a concentragdes mais baixas as interferéncias do método tornam-se mais relevantes
dificultando a medi¢do exata da concentragdo de acrilamida no alimento em questao. Todavia,
a este nivel de concentragdo ndo existe um conflito de interesse dos resultados, pela mesma
razao apresentada na determinagdo da linearidade das matrizes bolachas/cereais e batatas fritas.

Para as restantes concentracdes da gama da curva de calibracdo a diferenca entre o valor
pratico e estimado do pico cromatografico ¢ aceite pelo critério de validacdo, pois todos os
residuos estimados encontram-se abaixo do valor definido.

Tabela 4.36 - Determinagdo da gama de linearidade através da andlise dos residuos para a matriz péo, por
extragdo convencional por solventes.

Concentracio Area do Pico Area do pico es- Residuo Critério de Aceitacao
(ng/mL) timada (<10%)
2 4711 7093,454811 33,59% NO
10 29346 31076,75949 5,57% YES
25 75957 76045,45576 0,12% YES
50 158004 150993,2829 -4,64% YES
75 227755 225941,11 -0,80% YES
100 296266 300888,9371 1,54% YES
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Figura 4.14 - Gréfico da andlise de residuos referente a matriz p&o, por extragédo convencional por solven-
tes.
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4.3.3. Repetibilidade

A repetibilidade para a matriz pao foi estimada por 10 ensaios independentes ao nivel
mais baixo e mais alto da curva de calibracdo, 2 ng/mL e 100 ng/mL, representada na tabela

4.37.

Pelo calculo da média, variancia e desvio padrdo da area do pico cromatografico, tempo
de retencdo e razao idnica € possivel estimar o limite de repetibilidade para cada um dos para-
metros do aparelho cromatografico e verificar que as amostras se encontram em condi¢des de

repetibilidade.

O coeficiente de variagdo calculado para cada um dos parametros supramencionados
para as concentragdes estipuladas encontram-se todos abaixo do limite maximo de 10%, logo
pode-se concluir que para a extragdo em fase solida desta matriz ¢ valida nas condi¢des de

repetibilidade.

Tabela 4.37 - Repetibilidade ao nivel do PC1 e do PC2 da curva de calibragdo, com o respetivo coeficiente

de variagdo para a matriz pdo, com extragdo por solventes.

2 ng/mL (PC1) 100 ng/mL (PC2)
Area do Tempo de Razio Area do Tempo de | Razdo I6-

Pico Retencio I6nica Pico Retencio nica
5144 1,648 5.20% 286457 1,648 3,80%
5324 1,654 4.80% 285234 1,651 3,60%
5805 1,645 4,70% 278459 1,645 3,60%
5623 1,646 5.30% 279896 1,639 3,60%
6231 1,629 5,70% 274099 1,647 3,80%
5968 1,638 5.30% 287169 1,644 3,50%
5288 1,63 4,90% 291356 1,634 3,90%
6817 1,632 5.40% 289455 1,645 3,60%
6352 1,632 4,70% 282342 1,647 3,80%
6498 1,64 5.70% 284937 1,645 3,70%
Média 5905 1,6394 5.17% 2839404 1,6445 3,69%

Variancia 320038 | 7,4489E-05 = 0,0014% = 278485152 23167E-05  0,0002%
Desvio Padrio 565,719012  0,00863069 0,38% 5277,16924  0,00481318  0,13%
Limite de repetibilidade |50/ 5133 (02416504  0,01064573 147760739  0,01347689  0,00360272
(r)

CVr (%) 9,58% 0,53% 7.35% 1,86% 0,29% 3,49%

Critério de Aceitacao YES YES YES YES YES YES
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O teste da homogeneidade de variancias foi aplicado para verificar se a gama de trabalho
estava bem ajustada a esta extra¢do convencional para a matriz pao, onde se pode concluir que
efetivamente estd bem ajustada visto que o valor teste, 5,33, se encontra abaixo do valor tabe-
lado, 5,35, da distribuicao F de Snedecor / Fisher para uma confianca de 99%, como se pode

observar na tabela 4.38.

Tabela 4.38 - Homogeneidade de varidncias para a determinagdo da gama de trabalho, relativamente aos
resultados de repetibilidade com a extragdo convencional por solventes na matriz pao.

2 ng/mL 100 ng/mL
n 10 10
n-1 9 9
Média (yn) 5905 283040,4
Desvio padrao (yn) 565,72 3014,44
Desvio padrao relativo (yn) 9,58% 1,07%
Variancia (Sn) 3,20E+05 9,09E+06
PG 5,33
F (n1-1, n10-1, 99,0 %) = 5,35
Critério de Aceitaciao: SIM

4.3.4. Precisao Intermédia

Para o calculo da precisdo intermédia para a matriz pao foram efetuadas trés medigdes,
em condicdes de repetibilidade, para amostras fortificadas a 20 pg/kg e 40 pg/kg. O parametro
que variou para o calculo da precisdo intermédia foram os dias das anélises, tendo as amostras
sido analisadas em trés dias diferentes, obtendo-se um total de nove resultados ao longo dos
trés dias.

Ao nivel de concentracdo de fortificada de 20 pg/kg foi obtido em formato de desvio
para a precisdo intermédia um valor de 2,1775, percentualmente de 10,37%, e um coeficiente
de variacdo de 9,70%. A precisdo intermédia em valor de percentagem encontra-se ligeira-
mente acima do valor desejavel, 10%, visto que a esta concentragdo existiram algumas amos-
tras fortificadas que apresentaram uma concentragdo inferior a desejada, no entanto, ndo tem
grande relevancia nos resultados finais, podendo ser validada a variabilidade dos resultados
intralaboratoriais. Para um nivel de concentragdo de 40 pug/kg alcangou-se uma precisdo inter-
média de 2,5013, em percentagem de 5,76%, e um coeficiente de varia¢do de 5,39%.

Tabela 4.39 - Precisdo Intermédia para a extragdo por solventes na matriz pao, fortificada a 20 ng/kg.

[Fort}ﬁ.cada] [Fortificada] Y e Desvio Precisao Precisao Coeficiente
tedrica ‘e Média ~ L 1. L 1. s
Data (ng/kg) pratica (N=9) Padrao Intermédia Intermédia de Variacio
(ng/kg) (N=9) (N=9) (%) (N=9) (%) (N=9)
17,64
06/09/2021 20 19.36
19,51
20,76 20,99 2,0368 2,1775 10,37% 9,70%
15/09/2021 20 20,39 ’ ’ ’ ’ ’
21,59
23,01
28/09/2021 20 24,15
22,49
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Tabela 4.40 - Precisdo Intermédia para a extragdo por solventes na matriz pao, fortificada a 40 ng/kg.

[Fotrt}ﬁ.cada] [Fortificada] Y 3e Desvio Precisao Precisao Coeficiente
edrica f e Média ~ L 1 L 1. .o
Data (ng/kg) pratica (N=9) Padrao Intermédia Intermédia de Variacio
(ng/kg) N=9) (N=9) (%) (N=9) (%) (N=9)
45,55
06/09/2021 40 39.61
41,57
45,06
15/09/2021 40 40,95 43,44 2,3398 2,5013 5,76% 5,39%
42,75
44,24
28/09/2021 40 44,71
46,54

4.3.5. Limites Analiticos

Em concordancia com os parametros de linearidade associados a curva de calibragao
da matriz pao, obteve-se os limites analiticos correspondentes através das equagdes 2.5 € 2.6,
que se encontram representados na tabela 4.41.

O limite de detecao obtido ¢ de 5,00 pg/kg e o limite de quantificagdo ¢ de 15,15ug/kg,
que apesar de se encontrar acima do padrao de menor concentracdo da gama de trabalho, como
nas matrizes anteriormente analisadas, ndo interfere de modo significativo nos resultados in-
tralaboratoriais, podendo, assim, assumir-se estes limites analiticos validos.

Tabela 4.41 - Limites analiticos para a extragdo convencional por solventes na matriz pao.

Declive (b) 452932

Ordenada na origem (a) -7551,48

Coeficiente de correlacio (R) 0,998614

Coeficiente de determinacao (R"2) 0,997231

Sensibilidade (e) 4529.32

Desvio padrao residual da reta (Sy/x) 10275,28
Limite de Detecao (L.D.) 5,00
Limite de Quantificaciao (L.Q.) 15,15

4.3.6. Efeito Matriz

Por tltimo, o efeito matriz do alimento pdo para a extragdo convencional por solven-
tes com as solugdes Carrez foi calculado através das respostas obtidas da reta em matriz e da
reta em solvente, injetadas nas mesmas condi¢des das matrizes anteriores, € com a utilizagao
da solucdo aquosa de acido formico para a reta em solvente.
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Tabela 4.42 - Efeito matriz para a extragdo convencional com as solugées Carrez na matriz pao

Concentracio Area do pico da Area do pico da solugio Efeito Matriz
(ng/mL) amostra com com o analito em solvente (%)
adicdo de padrao

2 4553 4711 3,47%

10 30240 29346 -2,96%

25 72531 75957 4,72%

50 159022 158004 -0,64%

75 229700 227755 -0,85%
100 294161 296266 0,72%

kCps

4.3.7. Cromatograma

Os picos cromatograficos da acrilamida representativos da matriz pao, para uma

340p09

amostra real e respetiva fortificada, encontram-se nas figuras 4.15 e 4.16.
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Figura 4.15 - Cromatograma de uma amostra representativa da matriz pao para a extragdo convencional

com as solugdes Carrez.
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Conclusoes e Propostas de trabalho futuro

O principal objetivo deste trabalho ¢ a implementacao e validagdo do método analitico
para a quantificagdo dos niveis de acrilamida em alimentos por cromatografia liquida de ultra
eficiéncia acoplada a espectrometria de massa em tandem (UPLC-MS/MS), com ionizagao por
electrospray. nas matrizes pao, cereais/bolachas e batatas na rotina diaria do laboratorio da
SGS.

A extragdo convencional por solventes, com as solu¢des Carrez e a solucdo aquosa de
acido acético, apresentou resultados validos para as matrizes pao e bolachas/cereais, ndo sendo
aplicavel as batatas fritas. A extracdo em fase solida foi implementada no laboratério para a
analise de batatas fritas, e, posteriormente, sentiu-se a necessidade de aplicar o método extra-
tivo a amostras de bolachas/cereais, para ambas as matrizes os resultados obtidos estdo de
acordo com os critérios definidos.

Para a matriz bolachas e cereais obteve-se, no estudo da especificidade e seletividade,
uma meédia das taxas de recuperagdo, para a extragdo convencional por solventes, de 103,27%
com fortificadas a 20 pg/kg e de 94,26% com fortificadas de 40 pg/kg, e, para a extragdo em
fase solida, uma média das taxas de recuperacao de 109,65% com fortificadas a 20 pg/kg. As
curvas de calibragdo para esta matriz, construidas pelos dois métodos de extracdo, apresentam
uma boa linearidade visto que o coeficiente médio de variacdo de cada uma delas ¢ inferior a
10%. Verificou-se, também, que os resultados obtidos se encontram em condi¢des de repetibi-
lidade e de precisao intermédia aquando da avaliacdo da precisdo dos métodos aplicados, e que
a gama de trabalho estd bem ajustada. Os limites analiticos praticos obtidos para a extracao
convencional por solventes para a matriz cereais/bolachas foram 3,43 pg/kg, correspondente
ao limite de detecdo, e 10,40 ng/kg, para o limite de quantifica¢do, para a extracdo em fase
solida o limite de detecdo obtido foi 7,49 pg/kg e o limite de quantificagdo de 22,69 pg/kg.

A acrilamida foi extraida da matriz batatas fritas apenas pela extra¢do em fase solida,
onde se obteve uma média das taxas de recuperagdo, no primeiro nivel de fortificacdo, de
94,04% e, no segundo nivel de fortificagdo, de 105,19%. A curva de calibracdo das batatas
fritas atingiu bons resultados de linearidade, onde se obteve um coeficiente médio de variacao
de 1,32%, abaixo do valor de referéncia de 10%, e conclui-se que a gama de trabalho estd bem
ajustada. De modo a verificar a precisdo dos resultados laboratoriais avaliou-se a repetibilidade
e precisao intermédia dos mesmos, onde se concluiu a validagdo dos mesmos. O limite de
detegdo atingido pelo método foi de 1,62 pg/kg e o limite de quantificacdo de 4,92 pg/kg.

Por fim, a matriz pao foi validada para a extracdo convencional por solventes, com a
solugdo aquosa de acido acético e das solugdes Carrez, onde na avaliacdo das amostras fortifi-
cadas a 20 pg/kg se obteve uma média das taxas de recuperagdo de 99,25% e nas amostras
fortificadas a 40 pg/kg uma média de 102,94%. Em relacdo a curva de calibragao, o coeficiente
médio de variagao obtido foi de 0,40%, verificando assim a linearidade da mesma. Os resulta-
dos obtidos encontram-se em condi¢des de repetibilidade e de precisdo intermédia, e a gama
de trabalho estd bem ajustada pelo calculo do valor teste. Os limites analiticos atingidos para
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este método de extracdao foram de 5,00 pg/kg e de 15,15 pg/kg, para o limite de detegdo e de
quantificagdo, respetivamente.

As amostras reais que foram sendo analisadas ao longo do estagio da dissertagdo en-
quadram-se nos métodos de extragdes validados, verificando-se um melhoramento do pico cro-
matografico e uma otimizagao dos resultados em relagdo ao método anteriormente utilizado no
laboratorio.

Em suma, a validagdo dos métodos extrativos para as matrizes analisadas através do
UPLC-MS/MS foi bem-sucedida porque apresentou resultados satisfatdrios para os parametros
em estudo. Como perspetiva futura, a avaliagdo da reprodutibilidade e da robustez poderia ser
aprofundada de modo a que o método seja validado em condigdes interlaboratoriais e seja efe-
tuada uma avaliagdo mais detalhada da robustez do mesmo.
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ANEXO A- Limites Analiticos e Taxas de Recuperagﬁo‘
de acordo com a literatura

Nas tabelas A.1. e A.2. sdo apresentados os limites analiticos e as taxas de recuperagao refe-
rentes aos catorze artigos analisados da literatura.

Tabela A.1. - Dados correspondentes aos limites analiticos dos catorze artigos estudados

Referéncia N° LOD (ng/g) LOQ (ng/g)
_______ 451 v 062 189
_______ 461 2 246 314
_______ 4 3 10 32
_______ 481 4 2 10
_______ “n .5 1 3
_______ s 6 05 5
_______ s o710
_______ 1521 8 st
_______ 3 9 - 025
_______ 150w 15
_______ st . o ow ool 2
_______ s, 12 2 6
_______ s 3.2 A

[58] 14 25 50
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Tabela A.2. — Dados correspondentes as taxas de Recuperagdo dos catorze artigos estudados

Referéncia N° Taxa de Recuperacio (%)
___________ st e
___________ 46/ 2 980
___________ 4n 3 989
___________ 48 4 988
___________ <r s 86
___________ Lo 6 %
___________ L I A § v
___________ 28 9
___________ s e
___________ >4 w0 76
___________ sy w993
___________ et 12 -
___________ L o3 9%2

[58] 14 -
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ANEXO B - Especificacao Técnica de Servi¢co da Determinacao de Acrilamida |

SGS

Especificacdo Técnica de Servico

Determinagdo de Acrilamida por LC-MS/MS em Alimentos

Impressos/ Documentos Metodologia Avisos e Precaugdes de seguranga/
Particularidades
Olcay K., Gokce K., Cemile O., Muharrem |, Mehmet | PROCEDIMENTO Usar luvas no manuseamento de todos os reagentes,

Y., Acrylamide concentrations in grilled foodstuffs of
Turkish kitchen by high performance liquid
chromatography-mass spectrometry, Microchemical
Journal 93 (2009) 173-179.

Rafaela Martin, Bruker Daltonik Applications
Quadrupole MS, Bremen, Germany (2018).
Quantitation of Antidepressants in Serum

by UHPLC-Triple Quadrupole Mass Spectrometry.
Acedido a 3 de Abril de 2021.
https://www.bruker.com/en/products-and-
solutions/mass-spectrometry/triple-quads/evoq-
Ic.1_page 1.html.

Susana J., Inés D., Andreia R., Carlos B., Rui Galhano
dos Santos, Jodo B., Isabel C., Determination of
Acrylamide in Portuguese Bread by UPLC-MS/MS:
Metrological and Chemometric tools, Acta IMEKO,
vol. 7, no. 2, article 17, June 2018.

Reg. (EU) N2 2158 (2017).

SANTE/11813/2017 - Guidance document on
analytical quality control and method validation
procedures for pesticides residues analysis in food
and feed, Novembro, 2017.

- Pesarcercade 1g+0,01g da amostra para um tubo
de centrifuga de 50mL;

- Adicionar 100pL das solugdes Carrez | e Carrez Il a
cada amostra;

- Adicionar 9,8mL de uma solugdo aquosa de acido
acético de concentragdo 0,2mM;

- Agitar no agitador rotativo MultiReax durante 5
minutos;

- Centrifugar as amostras por 10 min a 5000rpm;

- Se o sobrenadante ficar com muitas particulas em
suspensdo, filtrar o mesmo com um filtro de
seringa de 0,45 um;

- Transferir a amostra para um vial para ser
analisado no UPLC-MS/MS.

Para amostras com alto teor de gordura ou que a
matriz contenha mais interferentes, é necessério
realizar a fase de extragdo por SPE:

- Pesarcercade 2g+0,01g da amostra para um tubo
de centrifuga de 50mL;

- Adicionar 20mL da solugdo aquosa de acido
férmico (0,1%);

principalmente nos padres de contaminantes, de
modo a ndo haver contaminagdes diretas no operador
nem contaminagdes cruzadas. O mesmo principio
aplica-se ao manuseamento de amostras.

Consultar as fichas de seguranga das solugdes padrao
de pesticidas, outros padrdes e de solventes onde se
encontram as medidas corretas de agdo.

Sempre que uma amostra esteja superior ao limite de
lei, critério definido pelo cliente, ou houver um
resultado suspeito, a amostra deve ser repetida com
uma nova toma da amostra. Se os resultados ndo
forem concordantes, dever-se-3 reanalisar a amostra,
se possivel com nova trituragdo, de forma a garantir
uma maior homogeneidade da mesma.

Sempre que o controlo de qualidade (padrdes,
recuperadas, etc.) ndo cumprem os critérios definidos,
o RT devera ser alertado de modo a tomar as agdes
adequadas. Desde que justificado devidamente,
poder-se-4 aceitar os resultados das amostras do
batch analisado.
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SGS

Especificagao Técnica de Servigo
Determinagdo de Acrilamida por LC-MS/MS em Alimentos

Equipamento/Material

Reagentes/Solugdes:

Agua Ultrapura (HPLC) e MiliQ;
Metanol LC-MS (pureza = 99,9%);
Acido Acético Glacial (pureza 99,9%);
Acido Férmico (pureza > 98%);
Carrez | (ferracianeto de potassio);
Carrez Il (sulfato de zinco).

Equipamento/Material:

Balanga Analitica (0,1 mg);

Agitador Rotativo MultiReax;
Centrifuga;

Seringas Descartaveis;

Filtros de 0,45 um;

Micropipeta (10 pl, 100 pl, 1000 pl);
Manifold SPE e bomba a vécuo;
Cartuchos OASIS HLB;

LC-MS/MS (especificagdes);

Coluna cromatografica (Hypercarb 5 pm,
100 x 2,1 mm).

Agitar no agitador rotativo MultiReax durante 10
minutos;

Centrifugar as amostras por 10 min a 5000rpm;
Os cartuchos Oasis HLB foram condicionados com
3,5 mL de metanol e equilibrados com 3,5 mLda
solugdo aquosa de acido férmico (0,1%);

Foi carregado 1,5 mL do sobrenadante e o analito
foi eluido com 3mL da solugdo aquosa de acido
férmico (0,1%) para um baldo de 10 mL, tendo o
volume sido perfazido com a solugdo aquosa de
acido férmico;

Se as amostras apresentarem particulas
suspensas, filtrar o sobrenadante com um filtro
de seringa de 0,45 mm;

Transferir a amostra para um frasco pequeno
para ser analisado no UPLC-MS/MS.

A ®) © (D)

Passagem
Condicionamento 4, amostra Lavagem Eluigio

P

Ir 7%

Condigdes Cromatograficas

-LC

Temperatura da coluna: 602C

Fase Mével: Agua Ultra-Pura (A) e Metanol (B)
(Ver informagdo complementar)

Volume de injegdo: 25 pL

Tempo (min) Fluxo (mL/min)  A(%) B (%)

0 0,5 95 5
3,0 0,5 95 5
4,0 0,5 2 98
6,0 0,5 2 98
6,10 0,5 95 5
7,5 0,5 95 5
- MS/Ms

Técnica de ionizagdo: ESI

Modo de aquisicdo MRM (as transigdes para
cada composto podem ser consultadas na versao
em vigor do método de aquisigdo);
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Especificacdo Técnica de Servigo

Determinagdo de Acrilamida por LC-MS/MS em Alimentos

- Quantificagdo de amostras:

e As amostras deverdo ser quantificadas
em retas da mesma matriz que a amostra
a ser analisada.

e Se a amostra for quantificdvel/detetavel
e a recuperada ndo cumprir os critérios
na reta em matriz igual a amostra, dever-
se-a quantificar a amostra pelo método
de adigdo padrdo.

e Independentemente da forma de
quantificagdo, se a concentragdo da
amostra for superior a gama de trabalho,
dever-se-a diluir a amostra em matriz
adequada, de forma a quantificar a
mesma na reta de calibragdo.

e Poder-se-d recorrer a quantificagdo a
single-level para uma determinagdo mais
exata. esta quantificagdo deve ser o mais
correta possivel.

e Sempre que justificdvel dever-se-a
corrigir o resultado a recuperagao.

Limites de quantificagdo e analitos:
Acrilamida: 20 pug/Kg (Carrez)

10 pg/Kg (SPE)

Anilise de Brancos — Sera efetuada uma corrida em
branco de solvente diariamente.

Andlise de Brancos de Extragdo — Devera ser efetuada
uma andlise de brancos da extragdo diariamente.
Andlise de Duplicados — Fazer uma amostra em
duplicado por cada lote de amostras. A amostra
duplicada podera ser uma fortificada.

Ensaios de Recuperagdo — Fazer um ensaio de
recuperagdo por cada matriz diferente no lote de
amostras (preferencialmente e sempre que possivel
sobre uma amostra do mesmo tipo sem analitos
nativos).

Para amostras com probabilidade elevada de ter
acrilamida (batatas fritas, bolachas de arroz, bolachas
de milho, etc.) se a amostra for utilizada para fazer o
controlo de qualidade dever-se-a fortificar a um nivel
mais alto que o LQ.

Reta de calibragdo — Fazer uma reta de calibragdo
diariamente (sempre que necessario). Preparar a reta
e padrbes de controlo como descrito na informagao
complementar ou respetiva folha de calculo.

Adicionalmente, poder-se-d quantificar a amostra
através do método de adi¢do padréo.

constantes durante toda a aquisigdo:
- Temperatura do cone: 3502C
- Fluxo do gés do cone: 20 psi
- Temperatura da sonda: 4002C
- Fluxo do gds da sonda: 50 psi
- Fluxo do gas nebulizador: 50 psi
- Modo gés de exaustdo: On
- IS (polaridade negativa): 4500 V
- IS (polaridade positiva): 3000 V
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Especificacdo Técnica de Servico

Determinagdo de Acrilamida por LC-MS/MS em Alimentos

Padroes:

- Padrdo de acrilamida da marca Dr.
Ehrenstorfer, solugdo com concentragdo de
1000 mg/mL diluida em Metanol;

Determinagdo de acrilamida pelos
métodos de extracdo de fase sélida
(SPE) e pelas solugdes Carrez em
géneros alimenticios, por cromatografia
liquida acoplada a Espectrometria de

massa (Triplo Quad LC-MS/MS).

Sempre que necessario, dever-se-4 corrigir o resultado
a recuperagdo para obter um resultado mais correto e
exato.

Controlo de qualidade - Os resultados destes
controlos serdo registados na respetiva folha de
controlo de qualidade.

Padrdes de controlo —Devera em cada corrida analisar
1 ou 2 pontos de controlo (inicial e final da gama de
trabalho) de uma reta de calibragdo preparados
separadamente da reta de calibragdo.

Célculos: A concentragdo obtida na analise deve ser multiplicada pelo respetivo fator do método,
consoante o método utilizado para a extragdo. Os célculos sdo efetuados automaticamente na
respetiva folha de controlo de qualidade ou FCM.

Expressdo dos resultados: ug/Kg
Para o cliente expressa-se em pg/Kg
O numero de algarismos significativos deve estar de acordo com a
incerteza do método

Fator do Método: 10

90



Especificacao Técnica de Servigo
Determinagdo de Acrilamida por LC-MS/MS em Alimentos

Fase mével LC-MS/MS:

Fase A — Agua ultrapura + 0,1% de 4cido férmico — para 1L de dgua ultrapura dissolver 1000 L de acido férmico.

Fase B — Metanol LC-MS + 0,1% de acido férmico — para 1L de metanol dissolver 1000 pL de acido férmico.

Solugdo stock de Acrilamida (1000ppm): Pesar 0,01g do padréo de acrilamida e dissolver em 20mL de dgua. A solugdo deve ser armazenada a 42C. A
solugdo deve ser preparada, corrigindo a surpresa.

Solugdo de trabalho (1) de Acrilamida em agua (10ppm): Para um vial de 2mL adicionar 990 pL de dgua. Adicionar 10 pL da solugdo de acrilamida a
1000ppm (solugdo stock). Agitar vigorosamente. Poder-se-a dimensionar a solugdo segundo o volume que se for utilizar. Preparar sempre que se for
efetuar o método de ensaio.

Solugdo de trabalho (2) de Acrilamida em dgua (1ppm): Para um vial de 2mL adicionar 900 pL de dgua. Adicionar 100 pL da solugdo de acrilamida a 10ppm
(solugdo de trabalho (1)). Agitar vigorosamente. Poder-se-a dimensionar a solugdo segundo o volume que se for utilizar. Preparar sempre que se for efetuar
o método de ensaio.

Solugdo de trabalho (3) de Acrilamida em agua (0,1ppm): Para um vial de 2mL adicionar 900 pL de agua. Adicionar 100 pL da solugdo de acrilamida a
1ppm (solugdo de trabalho (2)). Agitar vigorosamente. Poder-se-a dimensionar a solugdo segundo o volume que se for utilizar. Preparar sempre que se for
efetuar o método de ensaio.

Reta de Calibragdo: Preparar as solugdes padrdo no proprio dia de andlise.
2 ng/mL: Pipetar 20 pL solugdo de trabalho (3) + 980 L de matriz — PC1
5 ng/mL: Pipetar 50 pL solugdo de trabalho (3) + 950 uL de matriz
10 ng/mL: Pipetar 100 pL solugdo de trabalho (3) + 900 pL de matriz
25 ng/mL: Pipetar 25 pl solugdo de trabalho (2) + 975 plL de matriz
50 ng/mL: Pipetar 50 pL solugdo de trabalho (2) + 950 L de matriz
75 ng/mL: Pipetar 75 pl solugdo de trabalho (2) + 925 puL de matriz
100 ng/mL: Pipetar 100 pL solugdo de trabalho (2) + 900 pL de matriz — PC2
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Especificacdo Técnica de Servigo
Determinagdo de Acrilamida por LC-MS/MS em Alimentos

Ensaio de Recuperagdo

1.

2.

Pesar 1g de amostra. Aliquotar 20 mL da solugdo de trabalho (2). Agitar vigorosamente no agitador rotativo Multireax durante 1 minuto.

Fortificada a 20 pg/Kg.

Pesar 1g de amostra. Aliquotar 100 mL da solugdo de trabalho (2). Agitar vigorosamente no agitador rotativo Multireax durante 1 minuto.

Fortificada a 100 pg/Kg.

Preparagdo das solugdes de extragdo

1.

Solugdo aquosa de acido acético (0,2 mM): Diluir 2 pL de acido acético glacial, com pureza de 99,9%, em 200 mL de agua;
Solugdo aquosa de acido férmico (0,1%): Diluir 100 pL de acido férmico, com pureza de 98%, em 100 mL de dgua;
Carrez I: Dissolver 15g de ferracianeto de potdssio (K4[Fe(CN)6]) em 100mL de dgua;

Carrez lI: Dissolver 30g sulfato de zinco (ZnSO4) em 100 mL de dgua.
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